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E I N L E I T U N G  
 
1
1 Einleitung 
Die Welt der Technik  ist ohne Schmierstoffe nicht vorstellbar.  Immer wenn bewegliche Teile 
zusammentreffen, wird ein Schmierstoff für die möglichst reibungslose Funktion benötigt [FNR 
2011]. Sie schmieren den Motor  im PKW, verhindern das Quietschen einer Tür und sorgen für 
die Kraftübertragung im Aufzug. In der Industrie reduzieren sie den Energieverbrauch, ermögli‐
chen  innovative Fertigungstechniken und erhöhen die Lebensdauer von Maschinen und Anla‐
gen.  In der Landwirtschaft,  im Forstbetrieb und auf dem Bau ermöglichen Schmierstoffe  leis‐
tungsfähige Hydraulikanlagen [FNR 2012]. Die in den Systemen eingesetzten Schmierstoffe sind 
jedoch nach wie vor überwiegend mineralölbasiert und  zur Steigerung der  Leistungsfähigkeit 
mit Additiven  versehen. Die Kombination  von Mineralöl und Additiven  ist oftmals biologisch 
schwer abbaubar und toxisch. Diese ökologische Bedenklichkeit bedeutet ein hohes Schadens‐
potential, wenn Schmierstoffe gewollt durch Verlustschmierung oder ungewollt durch Leckagen 
in die Umwelt gelangen [Göhler 2008]. Daher sind die Anforderungen in Zeiten eines allgemein 
steigenden Umweltbewusstseins an diese Produkte in den letzten Jahren enorm gestiegen, so‐
wohl hinsichtlich ihrer technischen Eigenschaften, als auch hinsichtlich ihrer Umweltverträglich‐
keit [Bartz 1998, Boyde 2002, Hörner 2002, Schneider 2006, Murrenhoff 2010, FNR 2011, FNR 
2012]. 
1.1 Biogene Schmierstoffe 
Biogene Schmierstoffe sind High‐Tec‐Produkte aus nachwachsenden Rohstoffen (NaWaRo), bei 
denen höchste  technische Ansprüche mit umweltfreundlichen Eigenschaften kombiniert  sind. 
Für die Produktion von Bioschmierstoffen werden pflanzliche Öle oder tierische Fette verwen‐
det (linke Abbildung 1‐1), welche für die chemische Industrie die wichtigsten NaWaRo darstel‐
len [Biermann et al. 2000, Metzger und Bornscheuer 2006].  
 
Abbildung 1‐1:  Aufteilung der stofflich verwendeten Öle und Fette (linke Abb.) und Verwendungsberei‐
che  von Pflanzenölen  (rechte Abb.)  in Deutschland 2008  [Quelle:  verändert nach  FNR 
2010] 
Für die Herstellung biogener Schmierstoffe werden die Pflanzenöle in nativer Form verwendet 
oder  durch  chemische Modifikationen  zu  synthetischen  Estern  umgewandelt  [Wagner  et  al. 
2001, Sharma et al. 2006a, Campanella et al. 2010, Salimon et al. 2012]. Somit  lassen sich aus 
pflanzlichen  Ölen  Hochleistungsschmierstoffe  herstellen,  die  leistungsmäßig  mit  klassischen 
Grundölen auf petrochemischer Basis vergleichbar sind. Die Nutzung biogener Schmierstoffe ist 
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im Unterschied  zu den  fossilen Konkurrenzprodukten, mit einer Schonung endlicher Ressour‐
cen, einem geringen Wassergefährdungspotential und einer schnellen biologischen Abbaubar‐
keit verbunden [Willing 1999, Willing 2001, Boyde 2002, Schneider 2006, FNR 2011]. 
1.1.1 Marktentwicklung und Potential 
Die in Deutschland verarbeiteten Pflanzenöle und Fette sind sowohl pflanzlichen als auch tieri‐
schen Ursprungs und unterscheiden sich hinsichtlich Fettsäuremuster und Funktionalität. Die in 
Deutschland  im  Jahre 2008  insgesamt verwendeten Pflanzenöle von 5,6 Mio. t werden  in der 
Oleochemie mit 1,1 Mio. t (20 %) nur zu einem kleinen Teil genutzt (rechte Abbildung 1‐1). Ein‐
heimische Öle und Fette sind jedoch nicht für alle oleochemischen Anwendungsgebiete geeig‐
net, da sie qualitativ oder quantitativ nicht oder nicht ausreichend über das gewünschte Fett‐
säuremuster verfügen. Dies führt zu einem relativ hohen Anteil an  importierten Pflanzenölen, 
die  aus  einheimischen Ölpflanzen  nicht  gewonnen werden  können. Während  Rapsöl,  Rüböl, 
Leinöl und Sonnenblumenöl aus heimischem Anbau stammen, werden Rizinusöl Palmöl, Sojaöl 
und Kokosöl  importiert.  Letztere enthalten  kurzkettige  gesättigte  Fettsäuren wie  Laurinsäure 
(C12:0) und Myristinsäure  (C14:0), die  so  in heimischen Ölen nicht  verfügbar, aber begehrte 
Industrierohstoffe sind.  In einheimischen Pflanzenölen sind dagegen  langkettige sowie einfach 
und mehrfach  ungesättigte  Fettsäuren  (z.B. Ölsäure,  Linolsäure  und  Linolensäure)  bevorzugt 
enthalten [Peters 2010]. 
Nach  Schätzungen  der  Fachagentur Nachwachsende  Rohstoffe  e.V.  (FNR)  für  das  Jahr  2010 
wurden nachwachsende Rohstoffe auf einer Fläche von  rund 2,15 Mio. ha  in Deutschland an‐
gebaut  (Tabelle 1‐1). Damit beläuft sich die Anbaufläche  für NaWaRo  für  Industrie‐ und Ener‐
giepflanzen auf einen Anteil von ca. 18 % der gesamten deutschen Ackerfläche. Für die Anbau‐
flächen für NaWaRo zur stofflichen Nutzung lag der Anbau 2010 bei 317.000 ha. Der insgesamt 
deutlich geringere Anteil von Industriepflanzen für chemisch‐technische Anwendungen  liegt  in 
der Marktstruktur begründet, da  für die stoffliche Nutzung  in Deutschland nur rund 30 % der 
eingesetzten Agrarrohstoffe bereitgestellt werden. Bei der Betrachtung der einzelnen Kultur‐
pflanzen spielt Raps als Energie‐ und Industriepflanze nach wie vor die wichtigste Rolle. Im Jahr 
2010 wurden 940.000 ha zur Gewinnung von Biodiesel und Pflanzenöl genutzt. Für die techni‐
sche Nutzung stieg der Rapsanbau auf 125.000 ha, was auf eine leichte Steigerung bei der Pro‐
duktion von Bioschmierstoffen zurückzuführen ist [FNR 2010]. 
In  der  EU  fallen  ca.  2,9 Mio. t/a  an  Altölen  aus  Schmierstoffen  an.  Davon  werden  nur  ca. 
1,7 Mio. t/a  konsequent  recycelt, die  restlichen  1,2 Mio. t/a  stellen ein Gefährdungspotential 
für die Umwelt dar. Der Schmierstoffabsatz  in Deutschland  ist  seit 1994  relativ konstant und 
liegt bei etwa 1,12 Mio. t/a  [Murrenhoff 2002, Lenz und Weber 2006, MWV 2009, FNR 2011, 
FNR 2012]. Dabei handelt es  sich um ca. 60 %  Industrieschmierstoffe und 40 % Autoschmier‐
stoffe (Getriebe‐ und Motorenöle) [Lenz und Weber 2006]. Nur knapp über 50 % davon werden 
nach dem Gebrauch über die Altölsammlung zurückgewonnen. Von den insgesamt in Deutsch‐
land  eingesetzten  Schmierstoffmengen werden  ca.  0,25  bis  0,5 Mio. t/a  systembedingt  oder 
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durch Unfälle und Leckagen in die Umwelt freigesetzt, was mit erheblichen Umweltbelastungen 
verbunden ist [Murrenhoff 2002, Lenz und Weber 2006]. 
Tabelle 1‐1:  Anbau nachwachsender Rohstoffe in Deutschland (ha) [Quelle: FNR 2010] 
Pflanzen  Rohstoff  2009  2010* 
Industriepflanzen 
Industriestärke  130.000  160.000
Industriezucker  22.000  10.000
technisches Rapsöl  120.000  125.000
technisches Sonnenblumenöl  8.500  8.500
technisches Leinöl  2.500  2.500
Pflanzenfasern  1.000  1.000
Arznei‐ und Farbstoffe  10.000  10.000
Summe Industriepflanzen  294.000  317.000
Energiepflanzen 
Rapsöl für Biodiesel / Pflanzenöl  942.000  940.000
Pflanzen für Bioethanol  226.000  240.000
Pflanzen für Biogas  530.000  650.000
Pflanzen für Festbrennstoffe  3.500  4.000
Summe Energiepflanzen  1.701.500  1.834.000
Gesamtanbaufläche NaWaRo  1.995.500  2.151.000
*vorläufige Schätzung 
Bioschmierstoffe werden EU‐weit nur zu ca. 100.000 t/a eingesetzt, während das Marktpoten‐
tial aus technischer Sicht bei ca. 1,5 Mio. t/a  liegt [Lenz und Weber 2006]. Volumenmäßig do‐
minieren  dabei  nach wie  vor Hydrauliköle  und Verlustschmierstoffe. Da  der Absatz  von Bio‐
schmierstoffen  in  Deutschland  nicht  getrennt  erfasst wird,  liegen  nur  grobe  Abschätzungen 
über  das  tatsächliche  Marktvolumen  vor.  Demnach  machen  Bioschmierstoffe  am  Gesamt‐
schmierstoffmarkt  lediglich  ca.  3 %  (etwa  35.000 t/a)  aus  [FNR  2011,  FNR  2012].  Durch  das 
Markteinführungsprogramm  „Biogene  Treib‐  und  Schmierstoffe“  des Bundesministeriums  für 
Ernährung,  Landwirtschaft  und  Verbraucherschutz  (BMELV)  konnte  der Marktanteil  von  Bio‐
schmierstoffen in den Jahren 2000 bis 2008 mit rund 5.000 t/a, vor allem im Bereich Hydraulik‐
anwendungen (15.000 t/a) vergrößert werden [FNR 2011, FNR 2012]. Bei den biologisch schnell 
abbaubaren Hydraulikölen nimmt die Gruppe der synthetischen Ester mit über 75 % den größ‐
ten Teil ein [Murrenhoff 2002]. Während die Gesamtmenge an Schmierstoffen tendenziell über 
die Jahre  leicht abgenommen hat, wird der Trend  für Bioschmierstoffe entgegengesetzt gese‐
hen  [MWV 2009].  Im Bereich der Hydrauliköle wird ein weiterer Anstieg des Anteils syntheti‐
scher  Ester prognostiziert. Aufgrund der Diskussionen um Umweltverträglichkeit, Nachhaltig‐
keit und Ressourcenschonung wird biogenen Schmierstoffen eine positive Wachstumsentwick‐
lung vorausgesagt. Haupthindernis für größere Marktakzeptanz bleibt jedoch der höhere Preis, 
der durch die Nutzungskonkurrenz für NaWaRo besteht [Luther 2011]. 
1.1.2 Klassifizierung von Hydraulikölen 
Es  gibt  zwei  Möglichkeiten,  Schmierstoffe  zu  klassifizieren:  nach  ihrem  Verwendungszweck 
(Hydrauliköle, Motorenöle, Getriebeöle, etc.) oder nach ihrer biologischen Abbaubarkeit. Nach 
ISO 15380 [2011] werden umweltfreundliche Hydrauliköle in die vier folgenden Kategorien ein‐
geteilt [Murrenhoff 2002, Theissen 2005, FNR 2012]: 
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? HETG ‐ Natürliche Ester (z.B. Rapsöl, Sonnenblumenöl, Sojaöl, Rizinusöl) 
? HEES ‐ Synthetische  Ester  (z.B.  Dicarbonsäureester,  aromatische  Ester,  Polyolester, 
Komplexester) auf Pflanzenöl‐ oder Mineralölbasis 
? HEPG ‐ Polyalkylenglykole (z.B. Polyethylenglykole) auf Mineralölbasis 
? HEPR ‐ Polyalphaolefine und verwandte Kohlenwasserstoffe  
Die ersten beiden Stoffklassen HETG und HEES sind für Schmierstoffe aus NaWaRo relevant und 
stellen die zwei Hauptgruppen biogener Hydrauliköle dar. 
Natürliche  Ester,  kurz HETG  (Hydraulic Oil  Environmental  TriGlyceride),  sind  Triglyceride,  bei 
denen  der  dreiwertige  Alkohol  Glycerin mit  drei  gleichwertigen  oder  drei  unterschiedlichen 
langkettigen Fettsäuren verestert ist. Die Eigenschaften eines Triglycerids werden durch die Art 
der Fettsäuren, den Grad der Sättigung und der Position der Doppelbindung  im Molekül be‐
stimmt  (Abbildung  1‐5).  Der  Sättigungsgrad  ist  hierbei  ein Maß  für  das  Vorhandensein  von 
Doppelbindungen  zwischen  Kohlenstoffatomen  im  Molekül  und  dementsprechend  für  die 
Oxidierbarkeit des Moleküls. Das Alterungsverhalten wie auch die rheologischen und tribologi‐
schen Eigenschaften natürlicher Ester sind daher entscheidend von  ihrer Fettsäurezusammen‐
setzung abhängig [Adhvaryu et al. 2004a, Mateos et al. 2005, Sharma et al. 2005, Daniels et al. 
2006, Jayadas und Nair 2006, Schneider 2006, Siniawski et al. 2007, Beran 2010]. Je höher der 
Anteil  an  einfach  ungesättigten  Fettsäuren  (z.B. Ölsäure)  ist,  desto  höher  ist  die  Alterungs‐
stabilität des Öls. Mehrfach ungesättigte  Fettsäuren wie  Linolsäure  (C18:2) und  Linolensäure 
(C18:3) steigern hingegen die Empfindlichkeit gegenüber Oxidations‐ und Hydrolysevorgängen, 
insbesondere bei höheren Temperaturen [FNR 2012]. Daher sind natürliche Ester nur für gerin‐
gere Anforderungen geeignet und werden nur bei niedrigen Temperaturbelastungen eingesetzt 
[Boyde  2002].  Trotz  ihrer  geringeren  Hydrolyse‐  und Oxidationsstabilität  besitzen  natürliche 
Ester gute Schmiereigenschaften und können für den Einsatz in Hydraulikanlagen mit Additiven 
aufbereitet werden [Schneider 2006]. Vorteil der HETG ist das sehr gute Umweltverhalten und 
der geringe Preis [Theissen 2005] (Tabelle 1‐2).  
Synthetische  Ester,  kurz  HEES  (Hydraulic  Oil  Environmental  Ester  Synthetic),  werden  durch 
chemische Modifikationen sowohl auf Basis von NaWaRo als auch auf Basis von Mineralöl her‐
gestellt  (Tabelle 1‐2). HEES können gesättigt oder ungesättigt und  ihre Rohstoffe aus pflanzli‐
chen oder tierischen Ölen, aber auch aus petrochemischer Herkunft sein. Pflanzliche Öle ent‐
halten im Gegensatz zu tierischen Ölen einen wesentlich höheren Anteil an ungesättigten Fett‐
säuren und sind daher wesentlich oxidationsanfälliger [Eichholz 2007]. Wie bei den nativen Es‐
tern, besteht auch bei den synthetischen Estern ein direkter Zusammenhang zwischen der Oxi‐
dationsstabilität sowie den rheologischen und tribologischen Eigenschaften und  ihrer Fettsäu‐
rezusammensetzung [Adhvaryu und Erhan 2002, Adhvaryu et al. 2004b, Adhvaryu et al. 2006, 
Sharma et al. 2006, Erhan et al. 2008, Kleinová et al. 2008, Salimon et al. 2010, Salimon et al. 
2011]. Ein Großteil der als Grundöl  für Hydrauliköle eingesetzten  synthetischen Ester, gehört 
zur Gruppe der ungesättigten Ester, den TMP‐(Trimethylolpropan)Estern, die aus natürlichen 
Estern hergestellt werden. Vollsynthetische gesättigte Ester entstammen hingegen vorwiegend 
der Petrochemie und übertreffen  in  ihrer oxidativen Beständigkeit, der Materialkompatibilität 
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und  den  Schmiereigenschaften  die  Eigenschaften  von Mineralölen  [Schneider  2006].  Daher 
kommen die höherwertigen und teureren HEES unter anderem dort zum Einsatz, wo hohe Be‐
triebstemperaturen  nicht  zu  vermeiden  sind.  Die  Erzeugung  dieser  schnell  abbaubaren  und 
nicht toxischen Basisflüssigkeiten aus petrochemischen Rohstoffen ist jedoch mit einem hohen 
Produktionsaufwand  verbunden,  da  ihre  Struktur  deutlich  von  nativen  Ölen  abweicht 
[Murrenhoff 2002]. 
Tabelle 1‐2:  Klassifizierung  und  Bewertung  von  Schmierstoffen  aus  petrochemischen  (HEES)  und 
nachwachsenden Rohstoffen (HETG und HEES) [Quelle: verändert nach FNR 2011] 
  aus petrochemischen  
Rohstoffen 
aus nachwachsenden  
Rohstoffen 
  biologisch abbaubar 
Mineralöl 
synthetischer 
Ester 
synthetischer 
Ester 
nativer Ester 
Klassifizierung  ‐  HEES  HEES  HETG 
G
eb
ra
uc
h  Schmierung  +  ++  ++  ++ 
Verschleißschutz  +  ++  ++  ++ 
Haltbarkeit  +  ++  ++  ‐ 
U
m
w
el
t  nicht toxisch  ‐  +  +  ++ 
biologisch abbaubar  ‐‐  +  +  ++ 
Ressourcenschonung  ‐‐  ‐‐  +  ++ 
Pr
ei
s 
ca. Euro / Liter  1  5  3  3 
      Bioschmierstoff 
‐ schlecht; ‐‐ sehr schlecht; + gut; ++ sehr gut 
HEPG  (Hydraulic Oil Environmental Polyglycol), Polyalkylenglykole, stammen ebenfalls aus der 
Petrochemie, wobei ihre Produktgewinnung eine relativ aufwendige Reinigung erfordert. Unter 
den HEPR‐Flüssigkeiten sind Polyalphaolefine und verwandte Kohlenwasserstoffe (Hydraulic Oil 
Environmental Polyalphaolefine and Related Products), einschließlich der Grundölanteile ande‐
rer biologischer schnell abbaubarer Flüssigkeiten zu verstehen [Murrenhoff 2002]. 
Im Gegensatz  zu Mineralölen besitzen  Schmierstoffe  aus nachwachsenden Rohstoffen  (HETG 
und HEES) bessere  tribologische sowie ökotoxikologische Eigenschaften und eine vollständige 
biologische Abbaubarkeit  [Kassfeldt und Dave 1997, Willing 1999, Willing 2001, Hörner 2002, 
Schneider 2006, Cecutti und Agius 2008]  (Tabelle 1‐2). Trotz unterschiedlicher Rohstoffe sind 
synthetische Ester  als Endprodukt biologisch  abbaubar und besitzen  somit entsprechend der 
Klassifizierung  für Hydrauliköle die gemeinsame Bezeichnung HEES. Daher  ist der Einsatz von 
NaWaRo nicht  zwingend erforderlich um Hydrauliköle nach  ISO 15380  [2011] als umweltver‐
trägliche Schmierstoffe einzustufen, was zu Unklarheiten bei der Verwendung des Begriffs „Bio‐
schmierstoff“  führen  kann  (Tabelle  1‐3).  Somit  werden  gelegentlich  sogar  Mineralöle  ohne 
schwermetallfreie Additive als „umweltverträglich“ bezeichnet, obwohl sie nicht oder schlecht 
biologisch abbaubar sind [Theissen 2006]. 
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Tabelle 1‐3:  Allgemeine  Verwendung  der  Bezeichnung  „bio‐“  in  Verbindung  mit  Schmierstoffen 
[Quelle: verändert nach DIN CEN/TR 16227, 2011] 
Herkunft des 
Rohstoffes 
Biologische 
Abbaubarkeit 
Beispiel 
Bedeutung der Vorsilbe 
„bio‐“ 
nachwachsend 
(schnell) 
biologisch abbaubar 
Rapsöl (HETG), TMP‐Ester (HEES) 
biologisch abbaubar 
und biogen 
nicht 
nachwachsend 
biologisch abbaubar  Diisotridecyladipat (DITA)  biologisch abbaubar 
nachwachsend 
nicht 
biologisch abbaubar 
Kohlenwasserstoffe aus dem 
Prozess „Biomass‐to‐Liquid“ (BtL) 
biobasiert 
nicht 
nachwachsend 
nicht 
biologisch abbaubar 
Weißöl für lebensmittelverträgli‐
che Schmierstoffe 
biokompatibel 
 
Bei der Einstufung und Klassifizierung eines Schmierstoffes als „umweltfreundlich“ spielt jedoch 
auch  das  ökotoxikologische  Verhalten  eine  entscheidende  Rolle  [Bartz  1998,  Willing  1999, 
Willing 2001, Schneider 2006]. Daher werden nach „Positivliste“ der FNR nur Schmierstoffe als 
Bioschmierstoffe  bezeichnet,  wenn  sie  folgende  Kriterien  erfüllen  [Theissen  2005,  Theissen 
2006, FNR 2008]: 
? Gehalt an nachwachsenden Rohstoffen (Basis: Anzahl der C‐Atome) > 50 % 
? Produkt ist biologisch schnell abbaubar nach OECD 301 (B, C, D oder F) [1992]  
? Produkt ist „nicht wassergefährdend“ bzw. „schwach wassergefährdend“ (WGK 1)  
Der Einsatz von HETG und HEES aus NaWaRo bietet sich somit überall dort an, wo es zu einem 
Eintrag der Schmierstoffe in die Umwelt kommen kann und eine Gefährdung durch Verschmut‐
zung von Gewässern oder des Grundwassers besteht. Für die Bewertung der aquatischen Toxi‐
zität  umweltverträglicher Hydrauliköle  (EC50/LC50 > 100 mg/l)  nach  ISO  15380  [2011] werden 
Fische, Daphnien und Bakterien als relevante Vertreter verschiedener Trophieebenen  in stan‐
dardisierten Testverfahren untersucht [Willing 1999, Willing 2001, Cecutti und Agius 2008] (sie‐
he Kap. 1.5.1, Tabelle 1‐5). 
1.2 Schmierstoffsynthese aus nachwachsenden Rohstoffen 
Schmierstoffe bestehen  in der Regel aus einem Grund‐ oder Basisöl (׽93 %), das die wesentli‐
chen Eigenschaften des Schmierstoffes wie Viskosität, Schmierfähigkeit, Temperatur‐, Hydroly‐
se‐ und Oxidationsstabilität, biologische Abbaubarkeit und  Toxizität bestimmt.  Zur Verbesse‐
rung der chemischen und  tribologischen Eigenschaften werden dem Grundöl,  je nach Art der 
Anwendung, verschiedene chemische Additive (׽7 %) zugesetzt. Dadurch werden die physika‐
lisch‐chemischen Eigenschaften des Grundöls beeinflusst und verändert. Wesentliche Additiv‐
Typen  sind Oxidationsinhibitoren, Viskositätsverbesserer,  Stockpunkterniedriger  (Pour  Point), 
Verschleißminderer und Korrosionsinhibitoren  [ATC 2007]. Schmierstoffe stellen daher  immer 
ein Gemisch  verschiedener  Substanzen bzw.  Substanzgruppen dar und werden  als  Formulie‐
rung oder Zubereitung bezeichnet. Für spezielle Anwendungen (z.B. Getriebeöle) können Addi‐
tive einen Anteil von bis  zu 30 % der Formulierung ausmachen  [Schneider 2006]. Die Art der 
zulegierten Additive entscheidet dabei über die Klassifizierung der hergestellten Formulierung 
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bei Hydraulikölen (HL, HLP). So enthält die Gruppe HLP ein komplexes Additivpaket für Korrosi‐
onsschutz, Alterungsbeständigkeit und Verschleißschutz mit einem geringen Anteil von 1‐2 % 
an der Formulierung [Murrenhoff 2002, Schneider 2006]. Bei den meisten Additiven handelt es 
sich  in Kombination mit handelsüblichen Mineralölprodukten aus ökotoxikologischer Sicht  je‐
doch um umweltbedenkliche  Substanzen. Daher  ist die Entwicklung bzw. der Verzicht dieser 
Produkte essentiell, um umweltverträgliche Schmierstoffe herzustellen, was zur Motivation des 
Sonderforschungsbereichs (SFB) 442 „Umweltverträgliche Tribosysteme“ von 1997 bis 2009 an 
der RWTH Aachen führte [Murrenhoff 2010]. Durch die Entwicklung neuer Zwischenstoffe auf 
Basis nachwachsender Rohstoffe sowie geeigneter Beschichtungen, kann unter dem Aspekt des 
produktintegrierten Umweltschutzes der Einsatz von Additiven vermieden und somit umwelt‐
verträgliche Tribosysteme entwickelt werden (Abbildung 1‐2). 
 
Abbildung 1‐2:  Ansatz, Vorgehensweise und Ziel des SFB 442 [Quelle: Göhler 2008] 
In den ersten Entwicklungsphasen des SFB 442 wurde ein wichtiger Grundstein in der Schmier‐
stoffsynthese aus NaWaRo durch eine zweistufige Synthese (Epoxidierung und Alkoholyse) ba‐
sierend auf Ölsäuremethylester (OME) gelegt [Rios et al. 2003, Hölderich et al. 2004, Rios et al. 
2005a,  Rios  et  al.  2005b].  Die  Epoxidierung  von  Fettsäuren  stellt  eine  der  grundlegenden 
oxidativen Reaktionen dar  [Biswas et al. 2005, Sharma et al. 2006b, Erhan et al. 2008]. OME 
gehört dabei  zu einem der wichtigsten Ausgangsstoffe  in der Schmierstoff‐ und Biodieselsyn‐
these. Dieser wird durch Umesterung mit Methanol aus Glycerintrioleat (GTO) gewonnen, wel‐
ches meist aus NaWaRo wie Rapsöl und Sonnenblumenöl hergestellt wird [Eichholz 2007]. Die 
Fettsäurezusammensetzung  der  verschiedenen  Pflanzenöle  kann  dabei  sehr  unterschiedlich 
sein [Biermann et al. 2000, Schneider 2006, Bressling et al. 2010]. In den letzten Jahren wurde 
jedoch auch die Verwendung von tierischen Fetten (Talg) diskutiert, da diese keine Konkurrenz 
zum Treibstoffsektor bzw. zur Nahrungsmittelindustrie darstellen [Bahadir et al. 2004, Brenneis 
et al. 2006, Wichmann und Bahadir 2007]. 
ökotoxikol. unbedenkliche 
native Zwischenstoffe
biol. schnell abbaubar
produktionsintegrierter 
Umweltschutz (REACH)
Auslegung mittels 
Expertensystem
+KSS
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Da es zu Beginn des SFB 442 noch keine Pflanzenöle gab, die  in  ihren Eigenschaften den Ölen 
auf tierischer Basis ebenbürtig bzw. überlegen waren, wurden überwiegend tierische Fette zur 
Synthese  von  Schmierstoffen  eingesetzt. Diese  haben  zwar  einen  deutlich  niedrigeren  Preis, 
zeigen  aber  im Vergleich  zu  pflanzlichen Ölen,  nach  chemischer Modifikation  eine  geringere 
Produktausbeute und ein höheres ökotoxisches Potential [Bressling et al. 2010]. Durch gezielte 
Pflanzenzüchtungen und Gentechnik ist es inzwischen möglich, Schmierstoffe mit einem beson‐
ders hohen Ölsäuregehalt (≥ 90 % C18:1) und einem geringen Stearinsäuregehalt (< 2 % C18:0) 
herzustellen  (HOSO = High Oleic Sunflower Oil). Mehrfach ungesättigte Fettsäuren  (C18:2 und 
C18:3) sind, wie auch in tierischen Fetten, kaum oder gar nicht enthalten [Biermann et al. 2000, 
Schneider 2006]. In der letzten Entwicklungsphase des SFB 442 wurde daher ausschließlich das 
pflanzliche Edukt HOSO zur Schmierstoffsynthese verwendet, da seine hohe Reinheit zu einer 
effizienteren Synthese mit weniger Nebenprodukten führt und somit zum produktintegrierten 
Umweltschutz beiträgt [Christ 1992, Christ 2000, Bressling et al. 2010]. 
Zur Synthese des niederviskosen Schmierstoffes HISM wird OME als Edukt eingesetzt, während 
GTO zur Synthese des hochviskosen Schmierstoffes HIGTS verwendet wird. OME und GTO wei‐
sen  grundsätzlich  verschiedene  kinematische  Viskositäten  auf  (OME = 3‐4 mm²/s;  GTO = 
40 mm²/s), die besonders  für den Einsatz  in  tribologischen Systemen  (Kap. 1.4) von entschei‐
dender  Bedeutung  sind. Die  beiden  Schmierstoffe HISM  und HIGTS wurden  im  Rahmen  des 
SFB 442 am  Institut für technische und makromolekulare Chemie (ITMC)  in einer 25 L‐Pilotan‐
lage mit einem Volumen von 9‐15 L pro Ansatz und Produktcharge synthetisiert [Eichholz 2007, 
Küppers et al. 2010]. 
 
Abbildung 1‐3:  Zwei‐Stufen‐Synthese zum niederviskosen Schmierstoff HISM [Quelle: Eichholz 2007] 
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In der ersten Synthesestufe von HISM bzw. HIGTS wird aus Essigsäure und Wasserstoffperoxid 
Peressigsäure  gebildet  und  zur  Epoxidierung  des  Edukts OME  bzw.  GTO  genutzt  (Abbildung 
1‐3). Schwefelsäure dient hierbei als Katalysator  in der Transferkatalyse zum Zwischenprodukt 
Epoxy‐Stearinsäuremethylester  (e‐SME) bzw.  Epoxy‐Glycerintristearat  (e‐GTS).  In der  zweiten 
Synthesestufe erfolgt die Ringöffnung des Epoxids mit Isobutanol und dem heterogenen Kataly‐
sator Amberlyst 15  [Lathi und Mattiasson 2007]  zum Produkt Hydroxyisobutoxystearinsäure‐
methylester  (HISM)  bzw. Hydroxyisobutoxyglycerintristearat  (HIGTS).  Aufgrund  des  Einsatzes 
von  technischem OME bzw. GTO  (≥ 90 %) stellt das niederviskose HISM bzw. das hochviskose 
HIGTS trotz seines Hauptanteils am Schmierstoff stets ein Produktgemisch verschiedener Fett‐
säureester dar [Eichholz 2007]. Im Anschluss an die Alkoholyse werden die Schmierstoffe durch 
dreifache  Thermodampfdestillation  aufgereinigt,  um  überschüssige  Reaktanden  (Isobutanol) 
und Reaktionshilfsstoffe  (Schwefelsäure) zu entfernen. Die mehrfache Aufreinigung von HISM 
bewirkt neben der Erhöhung der Oxidationsstabilität eine Verringerung der ökotoxischen Wir‐
kung  auf  Algen  und  Daphnien  und  ist  daher  fester  Bestandteil  des  Syntheseprozesses 
[Erlenkämper 2008, Maier 2008]. Die Synthese des niederviskosen Schmierstoffes HISM konnte 
mit Hilfe der GC‐FID‐ und GC‐MS‐Analytik bezüglich  ihrer Neben‐ und Folgereaktionen aufge‐
klärt werden [Brinkmann 2006, Eichholz 2007]. 
Über  das  Mischungsverhältnis  (65:35)  der  Schmierstoffe  HISM  (Viskosität ׽20 mm²/s)  und 
HIGTS  (Viskosität ׽500 mm²/s) kann die kinematische Viskosität von 32 mm²/s einer komple‐
xen Ester‐Mischung für Hydraulikanwendungen eingestellt werden (siehe Kap. 3.3.2). Der einfa‐
che  synthetische  Ester HISM  kann  durch  seine  geringe Viskosität  auch  als  einzelne  Schmier‐
stoffcharge  in  hydraulischen  Systemen  untersucht werden  [Göhler  2008,  Schumacher  et  al. 
2010] (siehe Kap. 3.2.2). 
1.3 Alterungsverhalten biogener Schmierstoffe 
Jeder  Schmierstoff  unterliegt  fortwährenden  Veränderungs‐  und  Alterungsprozessen.  Unter 
dem Begriff „Alterung“ wird  im Zusammenhang mit Schmierstoffen die Veränderung  ihrer Ge‐
brauchseigenschaften aufgrund von chemischen Reaktionen während der Lagerungs‐ und Ge‐
brauchszeit verstanden [Göhler 2008]. 
 
Abbildung 1‐4:  Ursachen und Mechanismen der Ölalterung [Quelle: Schumacher et al. 2010] 
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Diese chemischen Vorgänge können durch vorausschauende Handhabung und Lagerung gezielt 
beeinflusst  und  verlangsamt,  jedoch  niemals  vollständig  unterbunden werden. Dies  verdeut‐
licht, dass esterbasierte Schmierstoffe auch während der Lagerung altern, da durch die Abwe‐
senheit von Additiven nicht alle Alterungsursachen (Abbildung 1‐4) ausgeschaltet werden kön‐
nen [Schumacher et al. 2010]. Der Verzicht auf Antioxidantien, wie  im SFB 442, führt somit zu 
oxidativen Reaktionen während der Lagerungs‐ und Gebrauchszeit biogener Schmierstoffe, die 
erheblich zur Ölalterung beitragen. 
1.3.1 Oxidative Reaktionen 
Die  Alterungsstabilität  bzw.  Haltbarkeit  esterbasierter  Schmierstoffe  hängt  bei  Sauerstoff‐
einwirkung und hohen Temperaturen im Wesentlichen von ihrem Gehalt an ungesättigten Fett‐
säuren ab. Während Alterungsprozesse wie Hydrolysereaktionen an der Ester‐Gruppe stattfin‐
den,  greifen oxidative Prozesse wie Aut‐ und Photooxidation die  Epoxidierung und oxidative 
Spaltung  an den Doppelbindungen der  Fettsäuren  an  [Wagner  2001, Boyde  2002,  Schneider 
2006, Fox und Stachowiak 2007] (Abbildung 1‐5). Bei der Aut‐ und Photooxidation wird ein Hyd‐
roperoxid  unter  Verschiebung  der  Doppelbindung  gebildet. Während  die  Autoxidation  nach 
einem  radikalischen Mechanismus verläuft,  reagiert der durch  Licht angeregte Sauerstoff bei 
der Photooxidation mit der Fettsäure entsprechend einer En‐Reaktion [Eichholz 2007]. 
 
Abbildung 1‐5:  Triglycerid aus Ölsäure  (C18:1), Stearinsäure  (C18:0) und Linolsäure  (C18:2) mit mögli‐
chen chemischen Angriffsstellen [Quelle: Küppers et al. 2010] 
Die Autoxidation  findet  insbesondere dann  statt, wenn Schmierstoffe auf Basis ungesättigter 
Fettsäuren Sauerstoff oder Luft ausgesetzt werden. Die radikalische α‐Oxidation durch Luftsau‐
erstoff  findet  sowohl  in  Speiseölen  als  auch  in esterbasierten  Schmierstoffen  statt und  führt 
dazu, dass diese ranzig werden. Sowohl Aut‐ als auch Photooxidation sind ungewollte Oxidati‐
onsreaktionen, die zur Alterung eines Schmierstoffes beitragen. Um diese zu unterbinden, wer‐
den industriellen Ölen in der Regel Antioxidantien zugesetzt, die jedoch aus ökologischer Sicht 
bedenklich sind.  In Pflanzenölen sind zum Teil natürliche Antioxidantien wie Tocopherole ent‐
halten [Mateos et al. 2005, Brinkmann 2006]. Diese verhindern die Autoxidation,  jedoch auch 
die  gezielte Oxidation der Doppelbindung. Aufgrund der oxidativen Reaktionen durch  Sauer‐
stoff  und  Licht  sollten biogene  Schmierstoffe  auf Basis  nachwachsender Rohstoffe möglichst 
dunkel, kühl und unter Ausschluss von Sauerstoff gelagert werden [Küppers et al. 2010]. 
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1.3.2 Chemische Kennzahlen 
Zur Ermittlung der Änderung der Schmierstoffeigenschaften während der Lagerungs‐ und Ge‐
brauchszeit werden chemische Kennzahlen bestimmt. Die Änderung und Bewertung verschie‐
dener Kennzahlen lässt Rückschlüsse auf die chemischen Reaktionen zu, die zur Alterung eines 
Schmierstoffes führen. 
Die Jodzahl (JZ) gibt die Menge an ungesättigten Verbindungen in einem Öl/Schmierstoff an. Je 
größer die Anzahl der Doppelbindungen und somit die Jodzahl ist, desto anfälliger ist der jewei‐
lige Schmierstoff gegen Ölalterung durch Luftoxidation. Der Schmierstoff altert somit schneller 
und die Standzeit  ist kürzer  [DIN 53241‐1, 1995; Eichholz 2007, Schumacher et al. 2009]. Bei 
niedriger  Jodzahl  sind wenig ungesättigte Verbindungen  in einem  Schmierstoff enthalten,  so 
dass dieser erheblich stabiler gegen oxidative Reaktionen ist. Öle werden als gesättigt bezeich‐
net, wenn ihre Jodzahl < 10 ist. Ungesättigte Öle weisen dagegen eine Jodzahl auf, die deutlich 
höher ist [Oelcheck 2011]. Die Jodzahl wird in g Jod/100 g Öl angegeben. 
Die Neutralisationszahl (NZ) erfasst den Gehalt an freien Fettsäuren im Öl und gibt die Menge 
an Kaliumhydroxid an, die benötigt wird, um die  in einem Gramm Öl enthaltenen Säuren  zu 
neutralisieren. Bei einer sehr hohen Neutralisationszahl besteht ein hoher Anteil freier Säuren. 
Die Verwendung des Schmierstoffes kann somit zur Korrosion oder zum Verschleiß und damit 
zum Ausfall einer Werkzeugmaschine führen. Gleichzeitig kann an einer hohen Neutralisations‐
zahl die Dauer der Öllagerung abgeschätzt werden, da sich bei langer Lagerung ohne Lichtaus‐
schluss durch Luftoxidation schnell freie Säuren ausbilden können. Die Neutralisationszahl wird 
in mg KOH/g Öl angegeben [DIN 51558‐1, 1979; Eichholz 2007, Schumacher et al. 2009]. 
Die  Verseifungszahl  (VZ)  entspricht  im Wesentlichen  der Neutralisationszahl  und wird  nach 
DIN 51559‐1  [2009]  bestimmt.  Im  Gegensatz  zur Neutralisationszahl werden  bei  der  Versei‐
fungszahl neben den freien Säuren auch die als Ester gebundenen Säuren bestimmt. Die Versei‐
fungszahl  gibt  somit  die Menge  an  Kaliumhydroxid  an,  die  notwendig  ist,  um  die  in  einem 
Gramm Öl enthaltenen freien Säuren zu neutralisieren und die vorhandenen Esterbindungen zu 
spalten (Verseifung). Die Verseifungszahl wird wie die Neutralisationszahl in mg KOH/g Öl ange‐
geben [Eichholz 2007]. 
Die Peroxidzahl (POZ) erfasst den Anteil an Peroxiden und Hydroperoxiden im Fett bzw. im fet‐
tigen Öl, welche durch Oxidation von ungesättigten Fettsäuren entstehen. Diese Reaktion läuft 
durch  längeres Stehen  in der sauerstoffhaltigen Luft ab, weshalb die Peroxidzahl ein Maß  für 
die Verdorbenheit des Fettes ist. Die Bestimmung der Peroxidzahl (Methode nach Wheeler) ist 
somit  zusätzlich  zur Neutralisationszahl  ein Maß  für  das  jeweilige Alter  eines  Schmierstoffes 
und wird in mmol aktiver O2/kg Fett angegeben [DGF‐Einheitsmethoden 2000, Eichholz 2007]. 
Wasser  ist neben Verschmutzung durch Staub eine häufig auftretende Verunreinigung  in Ölen 
und Fetten. Es beeinträchtigt die Schmierfilmbildung von Schmierstoffen und  ist eine Ursache 
für Korrosion von Werkzeugmaschinen. Um  jedes wasserbedingte Risiko auszuschließen, wird 
der Wassergehalt im Schmierstoff nach DIN 51777‐1 [1983] bestimmt und in mg/kg oder ppm 
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angegeben.  Wasser  beschleunigt,  wie  auch  jede  andere  Verunreinigung,  die  Alterung  von 
Schmierstoffen indem es sich unter bestimmten Bedingungen in seine Wasser‐ und Sauerstoff‐
moleküle aufspaltet. Wasserstoff kann zu einer Wasserstoffversprödung von Stahl führen, wäh‐
rend Sauerstoff die Öloxidation beschleunigt. 
Die kinematische Viskosität [DIN 51562‐1, 1999] beschreibt die Eigenschaft eines fluiden Me‐
diums zweier benachbarter, sich laminar verschiebender Flächen, einer inneren Reibung entge‐
genzusetzen. Je größer die Viskosität einer Flüssigkeit  ist, umso zähflüssiger  ist  ihr Fließverhal‐
ten. Üblicherweise wird die Viskosität  in der  SI‐Einheit mm2/s  angegeben. Die Viskosität hat 
großen Einfluss auf den Verschleiß eines Werkzeugs bzw. einer Maschine, da sie die Filmdicke 
des Schmierstoffes, das Pumpverhalten oder das Wärmeverhalten beeinflusst [Eichholz 2007]. 
Der  Viskositätsindex  (VI)  errechnet  sich  aus  der  gemessenen,  kinematischen  Viskosität  bei 
40 °C und 100 °C und  ist ein Maß  für das  Temperaturverhalten  von  Schmierstoffen  [DIN  ISO 
2909, 2004]. Je höher der VI eines Schmierstoffes  ist, desto konstanter  ist seine Viskosität bei 
Temperaturvariationen [Eichholz 2007]. Biogene Schmierstoffe haben im Vergleich zu Mineral‐
ölen  (100)  mit  rund  200  einen  deutlich  höheren  VI,  wodurch  Verbrauchs‐  und  Energieein‐
sparungen erzielt werden können [Lenz und Weber 2006]. Der hohe VI ist eine Eigenschaft des 
Grundöls,  dass  nicht  wie  bei  Mineralölen,  durch  scheranfällige  Additive  verbessert  werden 
muss [FNR 2012]. 
1.4 Einsatz biogener Schmierstoffe im tribologischen System 
Die Bezeichnung „Tribologie“ umfasst ein multidisziplinäres Gesamtgebiet, das sich aus den drei 
Teilgebieten Reibung, Verschleiß und Schmierung zusammensetzt. Alle technischen Systeme, in 
denen Reibungs‐ und Verschleissprozesse ablaufen, werden als tribologische Systeme oder kurz 
Tribosysteme bezeichnet. 
 
Abbildung 1‐6:  Struktur eines tribologischen Systems [Quelle: DKI 2011] 
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Die Bauteile und die  stofflichen Partner,  aus denen das  System besteht, bezeichnet man  als 
Elemente des Tribosystems. Ein Tribosystem besteht nach DIN 50320 [1979] aus den Elementen 
Grundkörper, Gegenkörper, Zwischenstoff(‐medium) und Umgebungsmedium (Abbildung 1‐6). 
Das  Zwischenmedium  trennt  Grund‐  und  Gegenkörper,  die  abhängig  von  der  Funktion  des 
Tribosystems, zeitabhängig relativ zueinander bewegt werden. Alle vier Elemente können mit‐
einander  in Wechselwirkung  treten und  sich dabei  in  ihren Eigenschaften  verändern  [Göhler 
2008, DKI 2011]. Der Zwischenstoff  (Öl, Fett, Wasser, Partikel oder Verunreinigungen)  ist von 
seiner  Funktion her nicht  klar definiert. Wenn  es  sich dabei um  einen  Schmierstoff handelt, 
kann er verschleißhemmend wirken. Partikel, die als Verschmutzung in den Reibkontakt gelan‐
gen, wirken hingegen verschleißfördernd. Auch das Umgebungsmedium hat einen bedeuten‐
den Einfluss auf den Verschleiß von Grund‐ und Gegenkörper. Bei den meisten tribologischen 
Systemen ist es die Umgebungsluft, es kann sich aber auch um Flüssigkeiten oder Gase handeln 
[DKI 2011]. Tribosysteme lassen sich in offene und geschlossene Systeme einteilen. In geschlos‐
senen Tribosystemen  (z.B. Hydraulikanlagen)  tritt ein beliebiger Abschnitt der Oberfläche des 
Grundkörpers wiederholt mit der Oberfläche des Gegenkörpers in Wechselwirkung. Im Gegen‐
satz dazu tritt bei offenen Tribosystemen (z.B. Umformprozesse) die Oberfläche des Grundkör‐
pers nur einmal mit der Oberfläche des Gegenkörpers in Kontakt [Göhler 2008]. 
Die Synthese geeigneter Werkstoffverbunde spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung um‐
weltfreundlicher  Tribosysteme  [Murrenhoff  2010].  Durch  Verzicht  auf  konventionelle  additi‐
vierte  Schmierstoffe als Zwischenstoff, werden an die Werkstoffe  völlig neue Anforderungen 
gestellt. Konventionelle Tribosysteme (Tabelle 1‐4) werden hierbei derart modifiziert, dass die 
oberflächenaktiven  Funktionen  hochadditivierter mineralölbasierter  Schmierstoffe  auf Werk‐
zeug‐  und  Bauteiloberflächen  durch  neuartige  PVD  (Physical  Vapour  Deposition)‐Schichten 
übertragen werden  [Bobzin et al. 2010]. Als Zwischenmedium werden biogene Schmierstoffe 
basierend auf OME eingesetzt, die  zur Verbesserung  ihrer Gebrauchseigenschaften  chemisch 
modifiziert werden. Damit die synthetischen Ester umweltverträglich und biologisch abbaubar 
sind, bleiben sie unadditiviert. Die fehlenden Schmierungs‐ und Verschleißschutzeigenschaften 
werden  durch  kohlenstoffhaltige  beschichtete  Oberflächen  des  Grund‐  oder  Gegenkörpers 
kompensiert (Tabelle 1‐4), wodurch die Anforderungen an den Schmierstoff reduziert werden. 
Die Entwicklung neuer PVD‐Schichten  (z.B. ZrCg, CrAlN, TiHfCrN) ermöglicht  somit den Einsatz 
unadditivierter  biologisch  abbaubarer  Schmierstoffe  in  umweltfreundlichen  Tribosystemen 
[Weck et al. 2004, Klocke et al. 2005, Klocke et al. 2006a, Klocke et al. 2006b, Bobzin et al. 
2009, Murrenhoff 2010]. 
Tabelle 1‐4:  Vergleich von konventionellem und umweltfreundlichem Tribosystem 
  konventionelles Tribosystem  umweltfreundliches Tribosystem 
Grundkörper  Stahl (42CrMo4)  Stahl oder beschichteter Stahl mit ZrCg 
Gegenkörper  Messing (CuZn37Mn3Al2PbSi)  beschichteter Stahl mit ZrCg oder Stahl 
Zwischenstoff  additiviertes Mineralöl / synthetischer Ester  unadditivierter synthetischer Ester 
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entspricht damit der Summe aller auftretenden Spezies. Voraussetzung für die Aufnahme von 
Metallen ist ihre Bioverfügbarkeit. Toxisch ist nur der Anteil, der von aquatischen Organismen, 
Bodenorganismen oder Mikroorganismen absorbiert wird und mit standardisierten Testmetho‐
den verschiedener Trophieebenen nachgewiesen werden kann [Hund‐Rinke und Kördel 2003]. 
Die Aufnahmefähigkeit eines Stoffes aus der Umwelt wird daher weitgehend als ökotoxikologi‐
sche  Bioverfügbarkeit  bezeichnet  und  somit  von  der  toxikologischen  Bioverfügbarkeit  abge‐
grenzt, die sich auf die Verfügbarkeit innerhalb des Körpers bezieht. Die ökotoxikologische Bio‐
verfügbarkeit ist eine entscheidende Größe für die Ökotoxikologie von Umweltchemikalien und 
steht  in engem  Zusammenhang mit der  chemischen  Speziierung und mit umweltchemischen 
Prozessen. Die chemische Speziierung spielt eine wichtige Rolle  für die ökotoxikologische Bio‐
verfügbarkeit und damit  für die Bioakkumulation und Toxizität von Metallen. Die Speziierung 
von Metallen und  ihre Toxizität auf aquatische Organismen  ist eine Funktion des pH‐Wertes, 
der Wasserhärte, organischer Substanzen (z.B. DOC) sowie des Gehaltes an anorganischen und 
organischen Liganden  [Wang 1987, Guo et al. 2001, Kramer et al. 2004, Hyne et al. 2005, De 
Schamphelaere et al. 2005, Burnison et al. 2006, Tsiridis et al. 2006, Brooks et al. 2008]. Da 
nicht  alle  Metalle  in  der  Wassersäule  bioverfügbar  sind,  ist  nur  der  bioverfügbare  Anteil 
(„bioavailable fraction“) für die Toxizität auf aquatische Organismen relevant [Meyer 2002]. Für 
die Ökotoxizität von Metallen sind hauptsächlich die  freien Metallionen ausschlaggebend, die 
einerseits die bioverfügbaren Spezies darstellen und andererseits auch mit den Rezeptoren der 
Zelle  interagieren. Damit  steht die biologische Aktivität der Metalle hauptsächlich  im Zusam‐
menhang mit der Konzentration der freien Metallionen und nicht mit der Gesamtkonzentration 
[Fent 2003]. 
1.5 Bewertung der Umweltverträglichkeit von Schmierstoffen 
Im Rahmen der Normung biologisch schnell abbaubarer Schmierstoffe kann zwischen Normen, 
in denen die  technischen Eigenschaften biologisch  schnell abbaubarer Öle definiert  sind, und 
Normen,  die  sich mit  ökotoxikologischen Aspekten  beschäftigen,  unterschieden werden. Die 
ISO 15380  [2011] gilt als umfassende Norm  für Biohydrauliköle und weist neben  technischen 
Anforderungen auch spezifische Anforderungen an Schmierstoffe hinsichtlich ihrer biologischen 
Abbaubarkeit sowie ihrer ökotoxikologischen Verträglichkeit auf [Murrenhoff 2002, FNR 2012]. 
1.5.1 Umweltaspekte 
Zur Bewertung der Umweltverträglichkeit von Schmierstoffen werden objektive Kriterien nach 
DIN  CEN/TR  16227  [2011]  herangezogen  (Abbildung  1‐8).  Die  Bestimmung  der  biologischen 
Abbaubarkeit und der  aquatischen Toxizität  zur Bewertung des Gefährdungspotentials  sowie 
der Einstufung als „umweltverträglich“ ist dabei unumgänglich. Für die Einstufung als biogener 
Schmierstoff sowie zur Vergabe von Umweltzeichen wird der Gehalt an nachwachsenden Roh‐
stoffen mit der Radiokarbonmethode gemäß ASTM D6866  [2010] bestimmt, da biologisch ab‐
baubare  Schmierstoffe  zwar oft,  aber nicht  immer  aus NaWaRo bestehen  [FNR  2012]  (siehe 
Kap. 1.1.2). 
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Abbildung 1‐8:  Objektive Kriterien zur Bewertung der Umweltverträglichkeit von Schmierstoffen [Quel‐
le: DIN CEN/TR 16227, 2011; verändert nach Luther 2011] 
Zur Untersuchung des ökotoxikologischen Potentials von Schmierstoffen (EC50/LC50 > 100 mg/l) 
werden Bakterien, Algen, Daphnien oder Fische, als relevante Vertreter verschiedener Trophie‐
ebenen  im  aquatischen  Bereich,  in  standardisierten  Testverfahren  (Tabelle  1‐5)  untersucht. 
Insbesondere  die  in  Mineralölprodukten  enthaltenen  Kohlenwasserstoffe  wirken  giftig  auf 
aquatische Organismen. Sie können erhebliche Umweltgefährdungen bewirken, die als Oberflä‐
chen‐, Grund‐ und Trinkwassergefährdung sowie als Kontamination des Bodens auftreten kön‐
nen. Biologisch schnell abbaubare Hydraulik‐Schmierstoffe (HETG, HEES, HEPG, HEPR) verursa‐
chen dagegen keine oder nur relativ geringe Umweltbelastungen, wenn sie als Verlustschmier‐
stoffe oder bei Leckagen in die Umwelt gelangen [Murrenhoff 2002]. 
Tabelle 1‐5:  Übersicht der standardisierten aquatischen Testverfahren (OECD, ISO, DIN) zur Untersu‐
chung von Schmierstoffen nach ISO 15380 [2011], zur Vergabe von Umweltzeichen (UZ) 
[RAL‐UZ 79, 2011] und im SFB 442 [Murrenhoff 2010] 
Organismus  Testverfahren  Toxizität  Testbeschreibung  Anforderung für 
Bakterien 
ISO 8192  akut  O2‐Belebtschlamm‐Hemmung  ISO 15380 
DIN EN ISO 11348‐1  akut  Lumineszenz‐Hemmtest (3 h)  SFB 442 
DIN EN ISO 10712 
DIN 38412‐37 
chronisch
Zellvermehrungshemmtest  
(≤ 15‐30 h) 
SFB 442 
Algen 
OECD 201  chronisch Wachstumshemmtest (72 h)  Umweltzeichen 
DIN 38412‐33 
DIN EN ISO 8692 
chronisch Wachstumshemmtest (72 h)  SFB 442 
Daphnien 
OECD 202 Part I  akut  Immobilisationstest (48 h)  UZ / SFB 442 
(DIN EN)ISO 6341  akut  Immobilisationstest (24/48 h)  ISO 15380 / SFB 442 
DIN 38412‐30  akut  Immobilisationstest (24 h)  SFB 442 
Fische 
OECD 203  akut  Fischtest (96 h)  Umweltzeichen 
ISO 7346‐2  akut  Fischtest (96 h)  ISO 15380 
DIN 38415‐6  akut  Fischeitest (48 h)  UZ / SFB 442 
Da Schmierstoffe jedoch nicht selten in die Umwelt gelangen, ist die Prüfung der Bioabbaubar‐
keit nach OECD‐Verfahren 301 [1992] bzw. 310 [2001] oder mit vergleichbaren Verfahren [ISO 
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10708, 1997; ISO 14593, 1999; Hahn 2003] für die Bewertung ihrer Umweltverträglichkeit maß‐
gebend  (Tabelle 1‐6). Alle Prüfverfahren nach OECD 301  [1992] bestimmen den vollständigen 
biologischen Abbau des  Schmierstoffes und  liegen den Anforderungen  zur Vergabe  von Um‐
weltzeichen zugrunde.  In Produktdokumentationen sind gelegentlich noch Testergebnisse an‐
gegeben, die nach dem ersten entwickelten Prüfverfahren für die biologische Abbaubarkeit von 
Schmierstoffen, CEC L‐33‐A‐93 [1997] ermittelt wurden. Dieses Verfahren wurde für Zweitakt‐
motorenöle  entwickelt  und  bestimmt  nur  den  anfänglichen  (inhärenten)  Primärabbau  von 
Schmierstoffen.  Aufgrund  der  Differenzen  zwischen  dem  inhärenten  und  dem  vollständigen 
Abbau  liegen  die  Ergebnisse  nach OECD  301  (> 60 %)  um  etwa  20 %  unter  den  CEC‐Werten 
(> 80 %). Da das im CEC‐Test verwendete Lösungsmittel labortechnisch nicht mehr verwendbar 
ist und es aktuell keine allgemeine Regelung gibt, die sich auf die CEC‐Methode bezieht, wurde 
das Verfahren normungstechnisch zurückgezogen [DIN CEN/TR 16227, 2011; Luther 2011]. Die 
CEC‐Methode  wurde  in  Umweltzeichen,  Wassergefährdungsklassen  (WGK)  oder  ISO  15380 
[2011]  durch  OECD‐Verfahren  oder  vergleichbare  Methoden  [ISO  10708,  1997;  ISO  14593, 
1999] ersetzt. 
Tabelle 1‐6:  Übersicht  und  Kurzbeschreibung  der  Prüfverfahren  nach OECD  301  (B,  C, D,  F)  sowie 
vergleichbarer Methoden zur Bestimmung der aeroben biologischen Abbaubarkeit von 
Schmierstoffen [Quelle: verändert nach DIN CEN/TR 16227, 2011] 
Prüfverfahren  Methode  Kurzbeschreibung 
OECD 301 B  CO2 Evolution  aerober Abbau, vollständiger biologischer Abbau 
OECD 301 C  MITI (I) 
aerober Abbau, Messung des O2‐Verbrauchs für 
flüchtige Substanzen 
OECD 301 D  Closed Bottle 
aerober Abbau, vorzugsweise für wasserlösliche  
Substanzen, aber auch für nichtwasserlösliche Stoffe  
OECD 301 F  Manometric Respirometry 
für wasserlösliche und nichtwasserlösliche  
Substanzen 
ISO 10708  BODIS‐Test  Zweiphasenprüfung, vergleichbar mit OECD 301 D 
ISO 14593  CO2‐Headspacetest  aerober Abbau, vollständiger biologischer Abbau 
Hahn [2003]  O2/CO2‐Headspacetest  Kombination aus ISO 10708 und ISO 14593, SFB 442 
1.5.2 Umweltzeichen 
Basierend  auf  den  Richtlinien  und Normen  zur  biologischen  Abbaubarkeit  (Tabelle  1‐6)  und 
aquatischen Toxizität (Tabelle 1‐5), werden mit dem deutschen Umweltzeichen „Der Blaue En‐
gel“  Produkte  gekennzeichnet,  die  besonders  umweltverträglich  gegenüber  herkömmlichen 
Erzeugnissen  sind. Das  1978  begründete Umweltzeichen  ist  ein  Zeichen  des  Bundesministe‐
riums für Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit (BMU). Die Vergabe des Umweltzeichens 
an Schmierstoffe erfolgt durch die RAL gGmbH (Deutsches Institut für Gütesicherung und Kenn‐
zeichnung e.V.) gemeinsam mit der Jury Umweltzeichen und dem Umweltbundesamt. Für fol‐
gende Produktgruppen wurde bereits „Der Blaue Engel“ (Abbildung 1‐9) im Schmierstoffbereich 
vergeben: 
? Biologisch schnell abbaubare Kettenschmierstoffe für Motorsägen [RAL‐UZ 48, 2011] 
? Biologisch schnell abbaubare Schmierstoffe und Schalöle [RAL‐UZ 64, 2011] 
? Biologisch schnell abbaubare Hydraulikflüssigkeiten [RAL‐UZ 79, 2011] 
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Schmierflüssigkeit,  deren  Fließeigenschaften,  Alterungsstabilität,  Schmierfähigkeit  und  Ver‐
schleißschutz‐ sowie Dispersionseigenschaften hinsichtlich Verunreinigungen nicht durch Zuga‐
be von Additiven verbessert werden. Als wesentlicher Bestandteil wird jeder Stoff im Schmier‐
stoff bestimmt, der einen Massenanteil von mehr als 5 % des Schmierstoffes ausmacht. Um das 
EU‐Umweltzeichen (Abbildung 1‐9) der Gemeinschaft für Schmierstoffe gemäß der Verordnung 
66/2010/EG [2010] zu erhalten, muss ein Schmierstoff der Produktgruppe „Schmierstoffe“ an‐
gehören  und  bestimmte  Kriterien  (R‐Sätze,  aquatische  Toxizität,  Bioabbaubarkeit,  NaWaRo, 
technische Anforderungen) erfüllen. Mit diesen Kriterien werden  insbesondere Produkte  aus 
NaWaRo  gefördert,  durch  die  Wasser  und  Boden  nur  geringfügig  geschädigt  und  die  CO2‐
Emissionen gesenkt werden. Folgende Kriterien gelten für das frisch hergestellte Produkt zum 
Zeitpunkt seiner Auslieferung [2005/360/EG, 2005]: 
? Dem  Produkt  darf  kein  R‐Satz  zugeordnet  sein,  durch  den  gemäß  der  Zubereitungs‐
richtlinie 1999/45/EG [1999] auf Gefahren für die Umwelt und die menschliche Gesund‐
heit hingewiesen wird (R 20‐R 68 sowie Kombinationen davon). 
? Für Zubereitungen und wesentliche Bestandteile muss eine Prüfung der aquatischen To‐
xizität an Algen, Daphnien und Fischen gemäß den OECD‐Tests 201/202/203 oder gleich‐
wertigen Verfahren (siehe Tabelle 1‐5) erfolgen. Bei Hydraulikölen liegt die für die aqua‐
tische Toxizität kritische Konzentration bei mindestens 100 mg/l. 
? Es dürfen keine Stoffe im Produkt enthalten sein, die sowohl nicht biologisch abbaubar 
als auch (potenziell) bioakkumulierbar sind. 
? Bei Hydraulikölen soll das  fertige Produkt einen auf NaWaRo zurückgehenden Kohlen‐
stoffgehalt ≥ 50 % Massenanteil aufweisen. 
? Hydraulikflüssigkeiten  sollen  den  festgelegten  technischen  Anforderungen  der  ISO 
15380  [2011]  genügen,  hingegen  Sägekettenöle  die  technischen Anforderungen  nach 
RAL‐UZ 48 [2011] des Blauen Engels erfüllen müssen. 
Die  Bioabbaubarkeit  ist  getrennt  für  jeden  einzelnen  Inhaltsstoff  des  Produkts  anhand  der 
OECD‐Prüfverfahren 301 (B, C, D, F) oder einem gleichwertigen Verfahren (siehe Tabelle 1‐6) zu 
bestimmen. Ein Stoff gilt unter aeroben Bedingungen als vollständig biologisch abbaubar, wenn 
bei einem 28‐Tage‐Test aufgrund des O2‐Verbrauchs bzw. der CO2‐Bildung, ein Wert von ≥ 60 % 
des  theoretischen Höchstwertes  (ThSB bzw. ThCO2) erreicht wird. Bei schwer wasserlöslichen 
Bestandteilen  (< 10 mg/l)  kann  zur  Bestimmung  der  aquatischen  Toxizität  das  Water 
Accomodated Fraction (WAF)‐Konzept herangezogen werden [ASTM D6081, 1998]. 
Neben dem „Blauen Engel“ und dem EU‐Umweltzeichen  liegen noch weitere zertifizierte Um‐
weltzeichen  für Schmierstoffe nach  ISO 14024  [1999] vor, deren Vergabe sich hinsichtlich der 
Umweltkriterien  und  Prüfanforderungen  unterscheiden.  Für  das  niederländische  Umwelt‐
zeichen „Miliekeur“ wurden Richtlinien für die Produktgruppe Hydrauliköle und Verlustschmier‐
stoffe  festgelegt. Das 1992 gegründete österreichische Umweltzeichen  legt Vergaberichtlinien 
für Sägekettenöle auf Pflanzenölbasis fest. Das Umweltzeichen „Nordischer Schwan“ wird vom 
nordischen  Rat,  bestehend  aus  den Mitgliedern  Norwegen,  Schweden,  Finnland,  Island  und 
Dänemark, vergeben. Das Dokument „Ecolabelling of Lubricants“ umfasst Sägekettenöle, Scha‐
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lungsöle, Hydrauliköle, Zweitaktmotorenöle, Schmierfette, Schneidöle und Getriebeöle [Nordic 
Ecolabelling 2000‐2011]. Zur Erlangung des schwedischen Umweltzeichens für Hydrauliköle sind 
neben  anwendungstechnischen  Parametern  vor  allem  eine  geringe  aquatische  Toxizität  und 
eine schnelle biologische Abbaubarkeit zu erfüllen. Das Umweltzeichen wurde in den Schwedi‐
schen  Standard  (SS 155434)  überführt,  so  dass  in  Schweden  nur  noch  Produkte  vermarktet 
werden, welche  die Normkriterien  erfüllen  und  auf  einer  entsprechenden  Positivliste  aufge‐
führt sind  [Murrenhoff 2002]. Die  in Tabelle 1‐7 aufgelisteten Umweltzeichen wurden bis No‐
vember 2010 für unterschiedliche Produktgruppen  im Schmierstoffbereich vergeben. Es domi‐
nieren dabei nach wie vor Hydrauliköle mit rund 200 von  insgesamt europaweit 217 Schmier‐
stoffen mit Umweltzeichen, die überwiegend in die Mobilhydraulik gehen [Luther 2011]. 
Tabelle 1‐7:  Anzahl von Schmierstoffen mit Umweltzeichen [Quelle: Luther 2011] 
  EU‐Umweltzeichen  Schwedischer Standard  Blauer Engel 
Hydrauliköle  44  83  72 
Schmierfette  4  20  14 
Sägekettenöle  8  ‐  96 
Zweitaktmotorenöle  3  ‐  ‐ 
Entschalungsöle  ‐  ‐  35 
gesamt  59  103  217 
Stand: November 2010 
1.6 Rechtliche Grundlagen 
Die Durchführung  von  standardisierten  Testverfahren  zur  Ermittlung  der  (Öko‐)Toxizität  von 
Substanzen wird  in verschiedenen Umweltgesetzen gefordert. Der Umgang mit biologisch ab‐
baubaren (Hydraulik‐)Schmierstoffen ist vor dem Hintergrund der im Folgenden beschriebenen 
einschlägigen Rechtsnormen zu sehen [Murrenhoff 2002, FNR 2012]. 
1.6.1 EU‐Chemikalienverordnung REACH 
Mit  Inkrafttreten  der  neuen  EU‐Chemikalienverordnung  REACH  (Registration,  Evaluation  and 
Authorisation of Chemicals) am 1. Juni 2007 wurde das bisherige Chemikalienrecht grundlegend 
harmonisiert und vereinfacht. Durch die neue REACH‐Verordnung 1907/2006/EG  [2006] erge‐
ben sich weitreichende Änderungen und Aufhebungen  in den bisherigen EU‐Richtlinien  im Be‐
reich des Chemikalienrechts. Die REACH‐Verordnung basiert auf dem Grundsatz der Eigenver‐
antwortung der  Industrie. Hersteller oder  Importeure, welche Stoffe und/oder Stoffe  in Zube‐
reitungen mit mehr als 1 t/a in der EU herstellen oder in die EU importieren, fallen in den Gel‐
tungsbereich von REACH. Nach dem Prinzip „no data, no market“ dürfen nur noch chemische 
Stoffe  in Verkehr  gebracht werden,  die  vorher  registriert worden  sind. Dabei wird  zwischen 
Phase‐in‐Stoffe  und  Non‐Phase‐in‐Stoffe  unterschieden.  Phase‐in‐Stoffe  sind  Stoffe,  die  in 
EINECS  und NLP  gelistet  sind. Das  EINECS‐Verzeichnis  ist  das  Altstoffverzeichnis  der  EU  und 
enthält  Substanzeinträge,  die  vor  1981  auf  den Markt  gebracht wurden. Nach  1981 wurden 
Neustoffe,  die  gemäß  Stoffrichtlinie  67/548/EWG  [1967]  angemeldet  wurden,  im  ELINCS‐
Register  gelistet. Die NLP‐Liste umfasst  Stoffe  im  europäischen Chemikalienrecht und wurde 
nach einer Änderung der Stoffrichtlinie eingerichtet. Unter Phase‐in‐Stoffe  fallen auch Stoffe, 
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die  in  der  EU  hergestellt  worden  sind,  aber  vom  Hersteller  oder  Importeur  in  den  letzten 
15 Jahren vor  Inkrafttreten von REACH nicht  in Verkehr gebracht wurden. Alle anderen Stoffe 
sind Non‐Phase‐in‐Stoffe. 
Für alle Phase‐in‐Stoffe und Non‐Phase‐in Stoffe ab 1 t/a muss ein technisches Dossier mittels 
IUCLID erstellt werden.  In diesem müssen Angaben über die Herstellung und sichere Verwen‐
dung des Stoffes, Einstufung und Kennzeichnung des Stoffes sowie Informationen über die Ex‐
position  enthalten  sein. Darüber hinaus muss  eine einfache  Zusammenfassung mit Beschrei‐
bungen zum Ziel, Methode, Ergebnis und Schlussfolgerung der Studie nach den Anhängen VII 
(Stoffmengen > 1 t/a), VIII (Stoffmengen > 10 t/a), IX (Stoffmengen > 100 t/a) und X (Stoffmen‐
gen > 1000 t/a) der REACH‐Verordnung enthalten  sein. Für alle Stoffmengen  sind Daten  zum 
Verhalten  in der Umwelt, zur Wirkung auf Mensch und Umwelt sowie Angaben zur Persistenz 
und Bioakkumulation gefordert. Die geforderten Angaben nach den Anhängen VII‐X beinhalten 
neben den physikalisch‐chemischen Eigenschaften  auch Angaben  zur Ökotoxizität und Muta‐
genität  (Tabelle  1‐8).  Die  Datenanforderungen  zur  Toxizität  (akut,  subchronisch,  chronisch) 
steigen dabei mit der Menge des zu registrierenden Stoffes [Hengstler et al. 2006]. 
Tabelle 1‐8:  Toxikologische und ökotoxikologische Testanforderungen/‐verfahren nach Anhang VII‐X 
der REACH‐Verordnung [1907/2006/EG, 2006; verändert nach Erlenkämper 2008] 
t/a  Anhang  Ökotoxizitäts‐ und Mutagenitätstests 
< 1  ‐  keine Anforderungen in REACH 
≥ 1 bis < 10  VII  ? akuter oder chronischer Daphnientest 
? Algen‐Wachstumshemmtest 
? leichte biologische Abbaubarkeit 
? in‐vitro‐Genmutationstest an Bakterien (z.B. Ames‐Fluktuationstest) 
≥ 10 bis < 100  VIII  Testverfahren für ≥ 1 bis < 10 t und zusätzlich: 
? akuter oder chronischer Fischtest 
? Hemmung der Belebtschlamm‐Atmung 
? abiotische Abbaubarkeit (Hydrolyse) 
? in‐vitro‐Zytotoxizitätstest an Säugerzellen oder ‐Mikronukleustest 
? in‐vitro‐Genmutationstest an Säugerzellen (z.B. umu‐Test) 
≥ 100 bis < 1000  IX  Testverfahren für ≥ 10 bis < 100 t und zusätzlich: 
? chronischer Daphnien‐Reproduktionstest 
? chronischer Fischtest 
? Fischembryonen‐ und Early‐Life‐Stage‐Test, Jungfisch‐Wachstumstest 
? Bioabbaubarkeit im Oberflächenwasser, Boden und/oder Sediment 
? Bioakkumulation in Fischen 
? Terrestrische akute Tests für Wirbellose, Pflanzen, Mikroorganismen 
? in‐vivo‐Genotoxizitätstest an somatischen Zellen 
≥ 1000  X  Testverfahren für ≥ 100 bis < 1000 und zusätzlich: 
? weitere Tests zur Bioabbaubarkeit 
? weitere Angaben über Verbleib und Verhalten in der Umwelt 
? Terrestrische chronische Tests für Wirbellose, Pflanzen, Vögel und Se‐
diment‐Organismen 
? weitere in‐vivo‐Gentoxizitätstests an somatischen Zellen 
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Für Stoffmengen ab 10 t/a  ist zusätzlich eine qualifizierte Studienzusammenfassung mit einem 
Stoffsicherheitsbericht  (Chemical  Safety Report) nach Anhang I der REACH‐Verordnung erfor‐
derlich. Die  Stoffsicherheitsbeurteilung  umfasst  die  Ermittlung  von DNEL‐  und  PNEC‐Werten 
sowie PBT‐ und vPvB‐Eigenschaften. Bevor neue Wirbeltierstudien zur Ermittlung von toxikolo‐
gischen und ökotoxischen Daten durchgeführt werden, besteht die Pflicht zur Erkundigung, ob 
schon entsprechende Daten  vorliegen. Neue Versuche  zur Datenerhebung müssen nach GLP 
durchgeführt werden. Unter  bestimmten  Voraussetzungen  kann  die  Durchführung  einzelner 
Prüfungen ausgelassen werden, wenn bereits Daten von Stoffen der gleichen Stoffgruppe oder 
Daten aus bereits vorhandenen Prüfungen vorliegen („Waiving“). 
Für besonders besorgniserregende Stoffe (SVHC) gilt das Zulassungsverfahren, mit dem Ziel der 
ausreichenden Kontrolle der von SVHCs ausgehenden Risiken sowie die Ersetzung dieser Stoffe 
durch  geeignete Alternativstoffe,  sofern diese wirtschaftlich und  technisch  tragfähig  sind.  Zu 
den SVHCs  zählen CMR‐Stoffe  sowie PBT‐ und vPvB‐Substanzen,  für die  in einem Stoffsicher‐
heitsbericht Expositionsszenarien ermittelt werden müssen. Dabei muss der gesamte Lebens‐
zyklus des Stoffes (Life Cycle) von der Herstellung über die Verwendung bis zur Entsorgung be‐
rücksichtigt und bewertet werden (LCA, siehe Kap. 1.7).  
1.6.2 Einstufungs‐ und Kennzeichnungssystem nach GHS 
Im Jahr 1992 wurde auf der UN‐Konferenz für Umwelt und Entwicklung (UNCED)  in Rio de Ja‐
neiro  das  Ziel  festgelegt,  eine weltweite Harmonisierung  der  Einstufung  und  Kennzeichnung 
von  Chemikalien  herbeizuführen.  Im  Jahr  2003 wurde  das  „Globally  Harmonised  System  of 
Classification and Labelling of Chemicals“ (GHS) mit dem so genannten „purple book“ erstmals 
vorgelegt. Das unmittelbare  Ziel  von GHS  ist die  internationale Harmonisierung bestehender 
Einstufungs‐ und Kennzeichnungssysteme aus unterschiedlichen Sektoren wie Transport, Ver‐
braucher‐, Arbeitnehmer‐ und Umweltschutz. Darüber hinaus kann GHS von Staaten eingeführt 
werden, die bisher keine derartigen Regelungen aufgestellt haben [UBA 2009].  
Die Umstellung der Einstufung und Kennzeichnung auf GHS ist Teil der neuen EU‐Chemikalien‐
politik  [1907/2006/EG,  2006  bzw.  2006/121/EG,  2006]. Das  alte  System  der  Einstufung  und 
Kennzeichnung nach Stoffrichtlinie 67/548/EWG [1967] und Zubereitungsrichtlinie 1999/45/EG 
[1999] wird schrittweise durch die neue Verordnung 1272/2008/EG [2008] bis zum Ablauf der 
gesamten Übergangsphase am 01. Juni 2015 abgelöst. Der Geltungsbereich der GHS‐ oder auch 
CLP‐Verordnung (Classification, Labelling and Packing), ist nahezu identisch mit dem von Stoff‐ 
und  Zubereitungsrichtlinie. Die  Bestimmungen  der  REACH‐Verordnung  zum  Einstufungs‐  und 
Kennzeichnungsverzeichnis wurden  für GHS  übernommen  und  in  die  CLP‐Verordnung  trans‐
feriert [UBA 2009]. Stoffe und Gemische (ehemals Zubereitungen) werden im GHS in Gefahren‐
klassen  (Hazard  statements) mit entsprechender Differenzierung eingeteilt. Die gefahrenrele‐
vanten Eigenschaften sind in die drei folgenden Gefahrenbereiche gruppiert:  
? Physikalische Gefahren (16 Gefahrenklassen) 
? Gesundheitsgefahren (10 Gefahrenklassen) 
? Umweltgefahren (1 Gefahrenklasse) 
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Als Umweltgefahren sieht die CLP‐Verordnung im Wesentlichen die Gefahrenklasse „Gewässer‐
gefährdend“  (Abbildung 1‐10) vor, die  in akute und chronische Gewässergefährdung differen‐
ziert wird. Zur Darstellung des Gefährdungsgrades erfolgt eine Abstufung der Gefahrenklassen 
und deren Differenzierungen in Gefahrenkategorien (Hazard categories), wobei die Kategorie 1 
die höchste Gefährdung darstellt. Die Einstufung  in eine oder mehrere Gefahrenklassen und 
Differenzierungen  ist mit der Zuordnung der  jeweils  zutreffenden Gefahrenkategorie und der 
Auswahl  der  entsprechenden  Gefahrenhinweise  verbunden.  Die  bisher  in  der  EU  geltenden 
Kennzeichnungsmethoden  für  Gefahrstoffe  werden  durch  die  folgenden  neuen  Kennzeich‐
nungsmethoden nach GHS ersetzt:  
? Gefahrenpiktogramm(e)  
? Signalwort („Achtung“ oder „Gefahr“)  
? Gefahrenhinweise (H‐Sätze „Hazard statements“) 
? Sicherheitshinweise (P‐Sätze „Precautionary statements“) 
Bislang gab es 7 Gefahrensymbole, 68 Gefahrenhinweise (R‐Sätze) und 64 Sicherheitsratschläge 
(S‐Sätze). In dem neuen GHS gibt es 9 Piktogramme, 71 Gefahrenhinweise und 135 Sicherheits‐
hinweise. GHS setzt damit Maßstäbe für die Bewertung der von Chemikalien ausgehenden Ge‐
fahren (Einstufung) und schafft eine gemeinsame Basis, wie die ermittelten Gefahren zu kom‐
munizieren sind (Kennzeichnung, Sicherheitsdatenblatt) [UBA 2009]. 
   
Abbildung 1‐10:  Altes Gefahrensymbol  (linke Abb.) und neues Gefahrenpiktogramm  (rechte Abb.)  für 
die Gefahrenklasse „Gewässergefährdend“ 
1.6.3 Nationale Gesetze 
Das  Chemikaliengesetz  (ChemG)  setzt  in  seiner  Neufassung  vom  2. Juli 2008  zahlreiche 
EU‐Richtlinien  wie  die  Stoffrichtlinie  67/548/EWG  [1967]  und  die  Zubereitungsrichtlinie 
1999/45/EG [1999] um [ChemG 2008]. Das ChemG trat 1980 in Kraft und definiert unter ande‐
rem gefährliche Stoffe und Zubereitungen. „Zweck des Gesetzes  ist es, den Menschen und die 
Umwelt vor schädlichen Einwirkungen gefährlicher Stoffe und Zubereitungen zu schützen,  ins‐
besondere sie erkennbar zu machen, sie abzuwenden und ihrem Entstehen vorzubeugen“ (§ 1). 
Im Sinne des Gesetzes sind Stoffe chemische Elemente und seine Verbindungen, die in natürli‐
cher Form oder durch ein Herstellungsverfahren gewonnen werden. Als Zubereitungen werden 
bestehende Gemenge, Gemische oder Lösungen aus zwei oder mehreren Stoffen definiert. Ge‐
fährliche Stoffe und gefährliche Zubereitungen sind Stoffe oder Zubereitungen mit Gefährlich‐
keitsmerkmalen  (§ 3a).  Dazu  zählen  unter  anderem  sehr  giftig,  giftig,  gesundheitsschädlich, 
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krebserzeugend,  fortpflanzungsgefährdend,  erbgutverändernd  und  umweltgefährlich.  „Um‐
weltgefährlich  sind  Stoffe  oder  Zubereitungen, die  selbst  oder  deren Umwandlungsprodukte 
geeignet  sind,  die  Beschaffenheit  des Naturhaushaltes  von Wasser,  Boden  oder  Luft,  Klima, 
Tieren, Pflanzen oder Mikroorganismen derart zu verändern, dass dadurch sofort oder später 
Gefahren für die Umwelt herbeigeführt werden können“ (§ 3a Abs. 2). 
Ziel der Gefahrstoffverordnung (GefStoffV) vom 26. November 2010 ist es, den Menschen und 
die Umwelt  vor  stoffbedingten  Schädigungen  zu  schützen  [GefStoffV  2010]. Dies wird  durch 
Regelungen  zur  Einstufung,  Kennzeichnung  und Verpackung  gefährlicher  Stoffe  und  Zuberei‐
tungen sowie Beschränkungen für das Herstellen und Verwenden bestimmter gefährlicher Stof‐
fe, Zubereitungen und Erzeugnisse verwirklicht  (§ 1). Des Weiteren werden Maßnahmen zum 
Schutz von Beschäftigten bei Tätigkeiten mit Gefahrstoffen erbracht. Im Sinne der Verordnung 
sind  Gefahrstoffe  unter  anderem  als  „gefährliche  Stoffe  und  Zubereitungen  nach  § 3“  (§ 2 
Abs. 1) definiert, was § 3 a des ChemG entspricht. Als „Gefährlich“ gelten Stoffe und Zuberei‐
tungen  in der GefStoffV, die ein oder mehrere Gefährlichkeitsmerkmale  aufweisen  (§ 3). Die 
Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen richten sich nach den 
Bestimmungen der CLP‐Verordnung 1272/2008/EG [2008] (§ 4 Abs. 1).  
Das  Wasserhaushaltsgesetz  (WHG)  bildet  den  Hauptteil  des  deutschen  Wasserrechts  zum 
Schutz der Gewässer und  formuliert  in der Neufassung vom 31. Juli 2009 erstmals den Zweck 
des Gesetzes direkt  im Gesetzestext  [WHG 2009].  „Zweck dieses Gesetzes  ist es, durch eine 
nachhaltige  Gewässerbewirtschaftung  die  Gewässer  als  Bestandteil  des  Naturhaushalts,  als 
Lebensgrundlage des Menschen, als Lebensraum für Tiere und Pflanzen sowie als nutzbares Gut 
zu schützen“ (§ 1). Mit dem neuen WHG werden auf Bundesebene erstmals einheitliche Vorga‐
ben zur Bewirtschaftung der oberirdischen Gewässer, der Küstengewässer und des Grundwas‐
sers geschaffen  (§ 2 Abs. 1). Es gilt auch  für Teile dieser Gewässer. Entsprechend des Anwen‐
dungsbereiches werden den Gewässern in Tabelle 1‐9 folgende unterschiedliche Benutzungsar‐
ten nach § 9 zugewiesen. 
Tabelle 1‐9:  Benutzungsarten für oberirdische Gewässer, Küstengewässer und Grundwasser nach § 9 
des Wasserhaushaltsgesetzes [WHG 2009] 
Oberirdische Gewässer 
? Entnehmen und Ableiten von Wasser 
? Aufstauen und Absenken 
? Entnehmen  fester Stoffe, soweit sich dies auf die Gewässereigen‐
schaften auswirkt 
Küstengewässer  ? Einbringen und Einleiten von Stoffen 
Grundwasser 
? Einleiten von Stoffen 
? Entnehmen, Zutagefördern, Zutageleiten und Ableiten 
? Aufstauen, Absenken und Umleiten von Grundwasser durch Anla‐
gen, die hierfür bestimmt oder geeignet sind 
Das WHG wurde bereits  im  Jahr 2002 wesentlich umgestaltet und geändert, um die Wasser‐
rahmenrichtlinie  (WRRL)  2000/60/EG  [2000]  in  europäisches  Recht  umzusetzen,  da  die  Ein‐
zugsgebiete  vieler  der  großen  europäischen  Flüsse  (Maas,  Rhein,  Elbe,  Oder,  Donau)  über 
E I N L E I T U N G  
 
25
Staatsgrenzen hinausgehen. Ziel der WRRL  ist die Schaffung eines Ordnungsrahmens  für den 
Schutz der Binnenoberflächengewässer, der Übergangsgewässer, der Küstengewässer und des 
Grundwassers (Artikel 1). Mit der WRRL werden folgende Ziele einer nachhaltigen Wasserpolitik 
verfolgt: 
? Schutz und Verbesserung des Zustands aquatischer Ökosysteme und des Grundwassers 
? Förderung einer nachhaltigen Nutzung der Wasserressourcen 
? Schrittweise  Reduzierung  prioritärer  Stoffe  und  Beenden  des  Einleitens/Freisetzens 
prioritärer gefährlicher Stoffe 
? Reduzierung der Verschmutzung des Grundwassers 
? Minderung der Auswirkungen von Überschwemmungen und Dürren 
Die Einstufung wassergefährdender Stoffe für Gewässer erfolgt auf Basis der Verwaltungsvor‐
schrift  wassergefährdende  Stoffe  (VwVwS)  vom  17. Mai 1999,  zuletzt  geändert  am  27. Juli 
2005  [VwVwS  2005]. Wassergefährdende  Stoffe werden  nach  VwVwS  in  drei Wassergefähr‐
dungsklassen (WGK) eingeteilt: 
? WGK 3: stark wassergefährdende Stoffe 
? WGK 2: wassergefährdende Stoffe 
? WGK 1: schwach wassergefährdende Stoffe 
Daneben definiert die VwVwS Stoffe und Gemische (Zubereitungen nach ChemG), die als „nicht 
wassergefährdend“ im Sinne des WHG zu betrachten sind. Die Einteilung der Stoffe in WGK ist 
Voraussetzung für angemessene Sicherheitsvorkehrungen zum Schutz der Gewässer bei techni‐
schen Anlagen  zum Umgang mit wassergefährdenden Stoffen.  In den  länderspezifischen Ver‐
ordnungen über Anlagen zum Umgang mit wassergefährdenden Stoffen  (VAwS) sind anlagen‐
seitig  zu  treffende  Sicherheitsmaßnahmen  festgelegt  [Murrenhoff  2002]. Diese  sind  von  der 
WGK und der Stoffmenge abhängig, die somit das Gefährdungspotential für ein Gewässer durch 
Anlagen definieren. Für die Einstufung wassergefährdender Stoffe in WGK werden allein Stoff‐
eigenschaften  herangezogen.  Hierbei  werden  die  vier  Belastungspfade  Oberflächenwasser, 
Grundwasser, Trinkwasser und Abwasser in Hinblick auf die Belastung nach einem Unfall näher 
betrachtet.  Folgende  Basisdaten  von  Stoffen  sind  bei  der  Einstufung  in WGK  zu  bestimmen 
[UBA 1999]: 
? akute Toxizität beim Säuger (oral oder dermal) 
? Toxizität gegenüber einem aquatischen Organismus (Alge, Daphnie oder Fisch) 
? biologische Abbaubarkeit 
? Bioakkumulationspotential 
Stoffe,  deren  Eintrag  in Gewässer  zu  keiner  nachhaltigen  und  nachteiligen Veränderung  der 
physikalischen, chemischen oder biologischen Beschaffenheit des Wassers führen kann, werden 
als nicht wassergefährdende Stoffe  im Sinne des WHG bezeichnet. Für alle Stoffe, die nicht  in 
Anhang 1 oder 2 der VwVwS aufgeführt sind, erfolgt eine Ermittlung der WGK durch die Einstu‐
fung von R‐Sätzen nach ChemG gemäß Anhang 3 der VwVwS. Dabei ist die jeweils aktuelle Ein‐
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stufung  nach GefStoffV  zugrundezulegen.  Für  eine  Bewertung  als  „nicht wassergefährdend“ 
sind weitere zusätzliche Bedingungen zu erfüllen, wie z.B. der Nachweis einer geringen Wasser‐
löslichkeit (< 10 mg/l für Flüssigkeiten) und nicht vorhandene Toxizität bei zwei Organismen im 
Bereich der Wasserlöslichkeit (Alge, Daphnie oder Fisch). Bei Stoffen, die chemisch aus mehre‐
ren Einzelstoffen bestehen  (z.B. Mineralölprodukte),  ist die Wasserlöslichkeit durch Einwaage 
von 1000 mg/l des zu untersuchenden Stoffes, Durchmischung beider Phasen  (z.B. durch 24 h 
Rühren), Abtrennung der nichtwässrigen Phase und Analytik der wässrigen Phase mit einem 
geeigneten Verfahren zu bestimmen [UBA 1999]. Da biologisch schnell abbaubare Hydrauliköle 
häufig in eine niedrigere WGK als mineralölbasierte Schmierstoffe eingeordnet werden können, 
sind  bei  ihrem  Einsatz  und  ihrer  Lagerung  geringere  Anlagekosten  zu  erwarten  [Murrenhoff 
2002].  Zukünftig  soll eine neue  „Verordnung  zum Umgang mit wassergefährdenden  Stoffen“ 
(VUmwS)  und  eine  neue  „Verwaltungsvorschrift  Wassergefährdungsklassen“  (VwVWGK)  die 
bisherigen Regeln von VAwS und VwVwS zusammenführen und modernisieren. Die zukünftigen 
Regeln werden die Prinzipien des bisherigen Rechts  fortführen, dem Besorgnisgrundsatz des 
Wasserrechts weiter Rechnung tragen und „gefährdungsproportional“ sein [Luther 2011].  
Zweck  des  Kreislaufwirtschafts‐  und  Abfallgesetzes  (KrW‐/AbfG)  vom  27. September 1994, 
zuletzt  geändert  am  11. August 2010,  ist die  Förderung der Kreislaufwirtschaft  zur  Schonung 
der natürlichen Ressourcen und die Sicherung der umweltverträglichen Beseitigung von Abfäl‐
len  (§ 1)  [KrW‐/AbfG 1994]. Die Vorschriften dieses Gesetzes  gelten  für die Vermeidung, die 
Verwertung und die Beseitigung von Abfällen (§ 2), wozu auch die Entsorgung von Altöl gehört. 
Abfälle können  stofflich verwertet oder  zur Energiegewinnung  (energetische Verwertung) ge‐
nutzt werden, wobei die besser umweltverträgliche Verwertungsart Vorrang hat (§ 6, Abs. 1). 
Unter  Altöl  im  Sinne  der  Altölverordnung  (AltölV)  vom  16. April 2002,  zuletzt  geändert  am 
20. Oktober 2006, versteht man Öle, die als Abfall anfallen und ganz oder teilweise aus Mine‐
ralöl, synthetischem oder biogenem Öl bestehen (§ 1a, Abs. 1) [AltölV 2002]. Die AltölV gilt für 
die  stoffliche  Verwertung,  die  energetische  Verwertung  und  die  Beseitigung  von  Altöl  (§ 1, 
Abs. 1). Mit der Aufnahme von biogenem Öl in die Definition des Altölbegriffs wurden die bio‐
logisch  schnell  abbaubaren  Hydrauliköle  den  mineralölbasierten  Produkten  im  Abfallrecht 
gleichgestellt [Murrenhoff 2002]. Gemäß dem Verursacherprinzip ist der Altölbesitzer selbst für 
die ordnungsgemäße Entsorgung mit Hilfe von Altölannahmestellen verantwortlich. Eine Aus‐
nahme  bilden Motoren‐  und Getriebeöle,  die  vom  Vertreiber  kostenlos  in  der  vom  Endver‐
braucher gekauften Menge zurückgenommen werden müssen  (§ 8). Nach Anlage 1 der AltölV 
erfolgt die Zuordnung  von Abfallschlüsseln,  je nach Rohstoffbasis  (petrochemisch oder nach‐
wachsend)  und/oder  Additivierung  der  Altöle,  zu  einer  von  vier  Sammelkategorien  (z.B.  für 
Hydrauliköle): 
? Sammelkategorie 1: nichtchlorierte Hydrauliköle auf Mineralölbasis (13 01 10) 
? Sammelkategorie 2: synthetische Hydrauliköle (13 01 11) 
? Sammelkategorie 3: chlorierte Hydrauliköle auf Mineralölbasis (13 01 09) 
? Sammelkategorie 4: biologisch leicht abbaubare Hydrauliköle (13 01 12) 
E I N L E I T U N G  
 
27
Altöle  der  Sammelkategorie 1  sind  nach  § 2 Abs. 2  der AltölV  zur Aufbereitung  geeignet,  die 
Vorrang vor sonstigen Entsorgungsverfahren hat (§ 2 Abs. 1). Aufbereitung ist jedes Verfahren, 
bei dem Basisöle (unlegierte Grundöle) durch Raffinationsverfahren aus Altölen erzeugt werden 
und bei denen insbesondere die Abtrennung der Schadstoffe, der Oxidationsprodukte und der 
Zusätze  in diesen Ölen erfolgt  (§ 1a, Abs. 2). Altöle unterschiedlicher Sammelkategorien nach 
Anlage 1 dürfen nach § 4 Abs. 3 der AltölV nicht untereinander gemischt werden. Insbesondere 
Öle auf Basis von PCB, die z.B. in Hydraulikanlagen enthalten sein können, müssen getrennt von 
anderen Altölen  gelagert,  eingesammelt,  befördert  und  entsorgt werden  (§ 4, Abs. 2). Biolo‐
gisch leicht abbaubare Schmierstoffe gehören der Sammelkategorie 4 an und werden wie ande‐
re Altöle durch energetische Verwertung entsorgt [Murrenhoff 2002]. 
1.7 Life Cycle Assessment biogener Schmierstoffe 
Life Cycle Assessment (LCA)  ist eine systematische Analyse zur Bewertung der möglichen Um‐
weltauswirkungen von Produkten während  ihres gesamten Lebenszyklus (Life Cycle). Dazu ge‐
hören sämtliche Umweltwirkungen während der Herstellung, der Verwendung und der Entsor‐
gung des Produkts sowie die damit verbundenen vor‐ und nachgeschalteten Prozesse (z.B. Her‐
stellung der Roh‐, Hilfs‐ und Betriebsstoffe). Die Verwendung bestimmter Ressourcen wird da‐
bei quantitativ bemessen („Inputs“, z.B. Energie, Rohstoffe, Wasser) und die Emissionen in die 
Umwelt („Outputs“ = Wasser, Boden, Luft) beurteilt, die mit dem untersuchten System in Ver‐
bindung zu bringen sind. Für die vor‐ und nachgeschalteten Prozesse wird berechnet, wie viele 
Rohstoffe  (OME  bzw.  GTO)  und  Hilfsstoffe  (Tabelle  1‐10)  für  die  Herstellung  des  Produkts 
(HISM), die Herstellung von Zwischenprodukten (e‐SME) und für das Produkt selbst erforderlich 
sind [Procter&Gamble 2011]. 
Tabelle 1‐10:  Benötigte Hilfsstoffe  [kg]  zur Herstellung des Produkts HISM  (1 t)  im  SFB 442  [Quelle: 
Küppers et al. 2010] 
Hilfsstoffe  Masse [kg] 
Amberlyst 15  78,7 
Schwefelsäure  4,33 
Essigsäure  53,5 
Isobutanol  937 
Biomasse  2500 
Wasserstoffperoxid (35 %)  354 
Die  Ökobilanz  (= LCA)  der  Schmierstoffproduktion  des  biogenen  Schmierstoffes  HISM  (siehe 
Kap. 1.2) berücksichtigt nicht die Rückgewinnung von Isobutanol, wie sie bei der Schmierstoff‐
synthese  erfolgt. Von  den  katalytisch  aktiven  Substanzen  ist Amberlyst 15  diejenige,  die mit 
einem Preis von über 100 €/kg am stärksten ins Gewicht fällt. Da es sich dabei um ein Feststoff‐
analogon der  Schwefelsäure handelt, wurden Untersuchungen  vorgenommen, den heteroge‐
nen  Katalysator  durch  Schwefelsäure  zu  ersetzen, was  zu  guten  Ergebnissen  im  LCA  führte 
[Küppers et al. 2010]. 
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Bei  der  Entwicklung  biogener  Schmierstoffe  spielt  das  Konzept  des  produktintegrierten Um‐
weltschutzes  eine wichtige Rolle, da bereits  in der  Entwicklungsphase der Produkte  auf  ihre 
Umweltverträglichkeit  im  gesamten  Produktlebenszyklus  geachtet wird  [Erlenkämper  2008]. 
Umweltverträgliche Tribosysteme können durch biologisch schnell abbaubare und ökotoxikolo‐
gisch unbedenkliche Zwischenstoffe (HISM, HIGTS) aus NaWaRo realisiert werden [Murrenhoff 
2010] (siehe Kap. 1.4). Dafür müssen sämtliche umweltrelevante Aspekte während der Synthe‐
se, des Gebrauchs und der Entsorgung der Schmierstoffprodukte als auch  ihrer Produktgemi‐
sche (Abbildung 1‐11) berücksichtigt werden [Boyde 2002, Miller et al. 2007, Cuevas 2010]. Da 
die Anforderungen an die biogenen Schmierstoffe durch die Neuentwicklung umweltverträgli‐
cher Tribosysteme  im SFB 442 reduziert wurden, gewinnt die Alterungsstabilität einen Bedeu‐
tungszuwachs, da sie die Einsatzdauer von Schmierstoffen im tribologischen System bestimmt. 
Damit stellt sie eine Bestimmungsgröße für die Ökobilanz des Gesamtsystems dar, da ein früher 
Wechsel  eines wenig  alterungsstabilen  Schmierstoffes  zusätzliche  Kosten  verursacht  [Göhler 
2008]. 
 
Abbildung 1‐11:  Life  Cycle Assessment  der  im  SFB 442  neu  entwickelten  Schmierstoffprodukte HISM 
und HIGTS und ihres Produktgemisches (HISM/HIGTS) 
Biobasierte Produkte (siehe Tabelle 1‐3) sollen zukünftig, unabhängig vom Verwendungszweck, 
Elemente eines LCA mit den drei Säulen nachhaltiger Entwicklung (ökonomische Aspekte, sozia‐
le Aspekte und Umweltaspekte) beinhalten. Seit 2010 sind einige Zertifizierungskennzeichen für 
biobasierte Brennstoffe offiziell anerkannt  (RSPO,  ISCC, REDcert). Eine Übertragung dieser auf 
Biobrennstoff fokussierten Ansätze auf biobasierte Chemie ist jedoch kompliziert, da die meis‐
ten Stoffe und Zubereitungen aus unterschiedlichen Rohstoffkombinationen hergestellt werden 
und  somit  viele  einzelne  LCA miteinander  kombiniert werden müssten  [DIN  CEN/TR  16227, 
2011; Luther 2011]. 
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1.8 Zielsetzung 
Da eine geringe Alterungsstabilität  von  Schmierstoffen  zum erhöhten Rohstoffverbrauch und 
somit zu einer verschlechterten Ökobilanz führt, leitet sich daraus die Notwendigkeit ökotoxiko‐
logischer Untersuchungen zum Alterungsverhalten biogener Hydraulik‐Schmierstoffe (HEES) ab 
und bildet die Grundlage der  vorliegenden Arbeit. Die Untersuchungen der  Toxizität  anhand 
des Life Cycle Assessments der synthetischen Ester HISM und HIGTS aus NaWaRo (siehe Abbil‐
dung 1‐11) unterteilen sich dabei in die zwei folgenden Komplexe:  
? Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester (HISM) 
? Life Cycle Assessment einer komplexen Ester‐Mischung (HISM/HIGTS) 
Für  jeden Komplex muss zwischen der Alterung durch oxidative Prozesse (Autoxidation durch 
Lagerung) und der Alterung durch  tribologische Anwendung  in Hydraulikanlagen  (Alterungs‐
prüfstände)  unterschieden  werden.  Neben  den  Untersuchungen  zur  natürlichen  Oxidation 
durch Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur, sollen die einfachen synthetischen Ester und die 
komplexe Ester‐Mischung einer künstlichen Oxidation (Oxidationstest) ausgesetzt werden, um 
ihre Oxidationsstabilität zu bestimmen. Bei der Anwendung des unadditivierten synthetischen 
Esters HISM als Zwischenstoff  im tribologischen System soll ein Vergleich zwischen konventio‐
nellem und umweltverträglichem Tribosystem (siehe Tabelle 1‐4) vor und nach Gebrauch erfol‐
gen. Da durch den Abrieb beschichteter und unbeschichteter Komponenten  in Hydraulikanla‐
gen ein Metalleintrag  in den Schmierstoff erfolgt, sollen die Metallgehalte  (Cu, Pb, Fe, Zn, Zr) 
und der daraus wässrig verfügbare relevante Anteil für aquatische Organismen, im Hinblick auf 
die WRRL [2000/60/EG, 2006] und die GHS‐Verordnung [1272/2008/EG, 2008] bestimmt wer‐
den. 
Für die Bewertung der aquatischen Toxizität synthetischer Ester (HEES) nach ISO 15380 [2011], 
soll  das  Water  Soluble  Fraction  (WSF)‐Konzept  in  Anlehnung  an  ASTM D6081  [1998]  für 
Schmierstoffe  herangezogen werden.  Dafür  ist  vorgesehen WSF mit  zwei  unterschiedlichen 
Konzentrationen (100 mg/l und 100 g/l) herzustellen. Die Untersuchung von WSF mit 100 mg/l 
ist dabei maßgebend für die Einstufung in WGK und entspricht den Richtlinien der Vergabe von 
Umweltzeichen für Hydrauliköle, da die für die aquatische Toxizität kritische Konzentration bei 
mindestens 100 mg/l  liegt  [2005/360/EG, 2005; VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. Bei Betrach‐
tung  eines  Worst‐Case‐Szenario  für  umweltsensible  Hydraulikanlagen  [OECD 10,  2004]  ent‐
spricht die von Maxam [2003] vorgeschlagene Konzentration von 100 g/l einer realen Konzent‐
ration,  bei  der  ökotoxische  Effekte  detektiert werden  können  und  somit  eine  bessere  Ver‐
gleichbarkeit der Öle gegeben ist [Michel 2004, Erlenkämper 2008]. Die Toxizitätsdaten werden 
dabei  immer als „Effective Loading‐rates“  (EL) bzw. „Lethal Loading‐rates“  (LL)  in Prozent des 
Extraktes angegeben, da diese die Toxizität der  im Wasser gelösten  Stoffe wiedergeben. Die 
Probenaufbereitung  der  komplexen  Ester‐Mischung HISM/HIGTS  nach  tribologischer  Anwen‐
dung soll sich nach der Bewertungsgrundlage für schwer wasserlösliche Substanzen und Gemi‐
sche richten [OECD 23, 2000]. 
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Dafür müssen einzeln eluierte Konzentrationen von 0,1‐100 g/l als Konzentrationsreihe  in bio‐
logischen  Testverfahren  eingesetzt  und  zusätzlich  ihr  wässrig  verfügbarer  Kohlenstoffgehalt 
(DOC)  hinsichtlich  ihrer  Sättigungsgrenze  bestimmt werden,  da  die Abnahme  der  Löslichkeit 
größer ist als die Zunahme der Toxizität [Hinman 2003]. Die ermittelbaren EL50‐ bzw. LL50‐Werte 
in g/l  sind  im Gegensatz  zur Prozentangabe  für die Klassifikation von Stoffen und Gemischen 
nach VwVwS [2005] geeignet. 
Für  die  Bewertung  der  Umweltverträglichkeit  (EC50/LC50 > 100 mg/l)  biogener  Hydraulik‐
Schmierstoffe sollen die WSF in standardisierten Testverfahren mit Bakterien, Algen, Daphnien 
und  Fischen  untersucht werden  (siehe  Kap. 1.5.1,  Tabelle  1‐5). Die  Prüfung  der biologischen 
Abbaubarkeit soll mit dem von Hahn [2003] entwickelten O2/CO2‐Headspacetest erfolgen und 
wird in Umweltzeichen, WGK oder ISO 15380 [2011] nach OECD‐Verfahren oder mit vergleich‐
baren Methoden gefordert (siehe Kap. 1.5.1, Tabelle 1‐6). Ergänzend dazu sollen  im Sinne der 
EU‐Chemikalienverordnung REACH  [1907/2006/EG, 2006],  in‐vitro‐Genmutationstests an Bak‐
terien  mit  Hilfe  des  umu‐Tests  und  des  Ames‐Fluktuationstests  zur  Bestimmung  der  geno‐
toxischen und mutagenen Wirkung von WSF synthetischer Ester im Rahmen eines LCA herange‐
zogen werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Kodierung und Charakterisierung der biogenen Schmierstoffe 
Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sind die neu entwickelten biogenen 
Schmierstoffe HISM und HIGTS aus NaWaRo, die vom ITMC der RWTH Aachen im Rahmen des 
SFB 442 synthetisiert wurden (siehe Kap. 1.2). Zur Vereinfachung werden die Ausgangssubstan‐
zen OME und GTO für die Schmierstoffproduktion sowie die daraus synthetisierten nieder‐ und 
hochviskosen Öle HISM und HIGTS kodiert. 
2.1.1 Schmierstoffsynthese aus nachwachsenden Rohstoffen 
In  Tabelle  2‐1  sind  die  verwendeten Öl‐Kodierungen  sowie  der  jeweilige  Substanzname  und 
dessen Anwendung aufgelistet. Dabei wird zwischen den Produktchargen, die ausschließlich zur 
Herstellung des Produktgemisches HISM/HIGTS verwendet wurden  (Öl 3‐10), und den beiden 
unterschiedlich  synthetisierten Produkten HISM  (Öl 1 und Öl 2) unterschieden. Öl 1 und Öl 2 
sowie das Ölgemisch wurden als biogene Hydraulik‐Schmierstoffe (HEES, siehe Kap. 1.1.2) hin‐
sichtlich ihres Alterungsverhaltens in einem LCA öko‐ und genotoxikologisch untersucht.  
Tabelle 2‐1:  Öl‐Kodierungen der  verwendeten Edukte OME und GTO  aus NaWaRo und der daraus 
synthetisierten Schmierstoffe HISM und HIGTS 
Öl‐Kodierung  Substanzname  Probenbeschreibung  Anwendung 
Edukt 1  OME  Edukt für HISM‐Synthese  Synthese von Öl 1‐6 
Edukt 2  GTO  Edukt für HIGTS‐Synthese  Synthese von Öl 7‐10 
Öl 1  HISM  Produkt (6 h bei 80 °C)  LCA 
Öl 2  HISM  Produkt (18 h bei 57 °C)  LCA 
Öl 3  HISM  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 4  HISM  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 5  HISM  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 6  HISM  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 7  HIGTS  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 8  HIGTS  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 9  HIGTS  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Öl 10  HIGTS  Produkt  Charge für Ölgemisch 
Ölgemisch  HISM/HIGTS (65:35)  Produktgemisch (ν40°C = 32 mm²/s)  LCA 
Zur  Optimierung  des  Reaktionsprozesses  und Maximierung  der  Produktausbeute wurde  die 
Reaktionszeit und ‐temperatur bei der Epoxidierung, der ersten Synthesestufe von HISM, vari‐
iert  (siehe Abbildung 1‐3). Die Synthese von Öl 1 erfolgte  im ersten Reaktionsschritt bei einer 
Reaktionstemperatur von 80 °C. Damit verringerte sich die Reaktionszeit der ersten Stufe von 
18 h auf 6 h [Erlenkämper 2008]. Öl 1, das unter verkürzter Reaktionszeit synthetisiert wurde, 
wird mit Öl 2, das unter normalen Synthesebedingungen hergestellt wurde (18 h, 57 °C), vergli‐
chen. Die Öle 3‐6 wurden ebenfalls unter normalen Synthesebedingungen hergestellt. Die bio‐
genen Schmierstoffe HISM  (Öl 3‐6) und HIGTS  (Öl 7‐10) wurden  im Mischungsverhältnis 65:35 
gemischt,  um  ein  Ölgemisch  für  Hydraulikanwendungen mit  einer  kinematischen  Viskosität 
(40 °C) von 32 mm²/s zu erhalten. 
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2.1.2 Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester 
Zur Untersuchung der natürlichen Oxidation einfacher synthetischer Ester im Rahmen ihres LCA 
wurden Öl 1 und Öl 2 direkt nach ihrer Synthese bei 4 °C und bei Raumtemperatur (RT) gelagert 
(Tabelle 2‐2). Die Lagerung bei RT erfolgte in lichtundurchlässigen Kanistern, in welche die pro‐
duzierten Öl‐Chargen regulär vom ITMC abgefüllt wurden. Für die Lagerung bei 4 °C wurde eine 
Teilmenge  von  500 ml  aus den  jeweiligen Kanistern  in Duran®‐Glasflaschen  abgefüllt und  im 
Kühlraum  im Dunkeln gelagert. Zusätzlich wurden beide Öle  im technischen Oxidationstest ei‐
ner künstlichen Oxidation ausgesetzt, um ihre Oxidationsstabilität zu untersuchen. 
Tabelle 2‐2:  Probenbezeichnung der oxidierten einfachen synthetischen Ester durch natürliche (4 °C 
und RT) und künstliche Oxidation 
Öl‐Kodierung  Probenbezeichnung  Anwendung  Oxidation 
Öl 1 / Öl 2  1 Jahr‐4°C  Lagerung bei 4 °C  natürlich 
Öl 1 / Öl 2  2 Jahre‐4°C  Lagerung bei 4 °C  natürlich 
Öl 1 / Öl 2  1 Jahr‐RT  Lagerung bei RT  natürlich 
Öl 1  2 Jahre‐RT  Lagerung bei RT  natürlich 
Öl 1 / Öl 2  oxi  Oxidationstest  künstlich 
Zur  Bestimmung  der  alterungsbedingten  Toxizität  bei  tribologischer  Anwendung wurden  die 
einfachen synthetischen Ester im Alterungsprüfstand I mit beschichtetem und unbeschichtetem 
Gegenkörper untersucht (Tabelle 2‐3). Dabei wurde zwischen konventionellem (Stahl‐Messing) 
und umweltfreundlichem Tribosystem (Stahl‐ZrCg) unterschieden (siehe Tabelle 1‐4). Die erste 
Probeentnahme  erfolgte nach  0,75 h. Die Ölproben nach  462 h,  1005 h  sowie  498 h  sind  als 
Endproben nach Abbruch des Prüfstandes definiert. Für die Untersuchungen mit der Stahl‐ZrCg‐
Paarung wurden Öl 1  und Öl 2  erst  nach  einjähriger  Lagerung  bei  RT  (= 0 h)  eingesetzt  (sie‐
he Tabelle 2‐2), da der Alterungsprüfstand I in diesem Zeitraum defekt war. 
Tabelle 2‐3:  Probenbezeichnung  der  einfachen  synthetischen  Ester  im  Alterungsprüfstand I  mit 
unbeschichtetem  (massiver  Messing = CuZn37Mn3Al2PbSi)  und  beschichtetem  (ZrCg) 
Gegenkörper 
Öl‐Kodierung  Probenbezeichnung  Anwendung  Grundkörper‐Gegenkörper 
Öl 1 / Öl 2  0,75 h  Alterungsprüfstand I  Stahl‐Messing 
Öl 1  462 h  Alterungsprüfstand I  Stahl‐Messing 
Öl 2  1005 h  Alterungsprüfstand I  Stahl‐Messing 
Öl 1 / Öl 2  0 h (= 1 Jahr‐RT)  ungebraucht  ‐ 
Öl 1  0,75 h  Alterungsprüfstand I  Stahl‐ZrCg 
Öl 2  498 h  Alterungsprüfstand I  Stahl‐ZrCg 
2.1.3 Life Cycle Assessment einer komplexen Ester‐Mischung 
Die Untersuchungen zur natürlichen und künstlichen Oxidation der komplexen Ester‐Mischung 
im Rahmen ihres LCA entsprechen denen der einfachen synthetischen Ester. Abweichend davon 
wurde  das  Ölgemisch  auch  nach  sechsmonatiger  Lagerung  bei  Raumtemperatur  untersucht 
(Tabelle 2‐4). Aufgrund des zu geringen verbleibenden Ölvolumens konnte  jedoch keine Lage‐
rung bis zu zwei Jahren durchgeführt werden. 
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Tabelle 2‐4:  Probenbezeichnung  des  oxidierten  Ölgemisches  durch  natürliche  (4 °C  und  RT)  und 
künstliche Oxidation 
Öl‐Kodierung  Probenbezeichnung  Anwendung  Oxidation 
Ölgemisch  1 Jahr‐4°C  Lagerung bei 4 °C  natürlich 
Ölgemisch  6 Monate‐RT  Lagerung bei RT  natürlich 
Ölgemisch  1 Jahr‐RT  Lagerung bei RT  natürlich 
Ölgemisch  oxi  Oxidationstest  künstlich 
Zur  Bestimmung  der  alterungsbedingten  Toxizität  bei  tribologischer  Anwendung  wurde  die 
komplexe  Ester‐Mischung  im  Alterungsprüfstand II  mit  beschichteten  und  unbeschichteten 
Komponenten getestet (Tabelle 2‐5). Das Ölgemisch wurde bis zum Einsatz im Prüfstand sechs 
Monate bei Raumtemperatur (= 6 Monate‐RT) gelagert (siehe Tabelle 2‐4). Die Probeentnahme 
erfolgte alle 48 h in einem Zeitraum von 192 h. 
Tabelle 2‐5:  Probenbezeichnung des Ölgemisches im Alterungsprüfstand II 
Öl‐Kodierung  Probenbezeichnung  Anwendung  Grundkörper‐Gegenkörper 
Ölgemisch  0 h (= 6 Monate‐RT)  ungebraucht  ‐ 
Ölgemisch  48 h  Alterungsprüfstand II 
Stahl‐Messing 
ZrCg‐Stahl 
Ölgemisch  96 h  Alterungsprüfstand II 
Ölgemisch  144 h  Alterungsprüfstand II 
Ölgemisch  192 h  Alterungsprüfstand II 
2.2 Testverfahren zur Untersuchung des Alterungsverhaltens 
Zur Untersuchung des Alterungsverhaltens  sind unterschiedliche Alterungstests  genormt, die 
jedoch  für  additivierte Mineralöle  entwickelt wurden  [DIN  51554,  1978; ASTM D943,  2004]. 
Daher  wurde  am  Institut  für  fluidtechnische  Antriebe  und  Steuerungen  (IFAS)  der  RWTH       
Aachen der  sogenannte Oxidationstest entwickelt, mit dem das Alterungsverhalten unadditi‐
vierter biogener Ester untersucht werden kann. Mit diesem Schnelltest kann die generelle Eig‐
nung eines Öls  als  Schmierstoff bzw. Druckübertragungsmedium untersucht werden. Deuten 
die Ergebnisse des Schnelltests auf gute Eigenschaften hin, so werden die biogenen Schmier‐
stoffe in Langzeittests (Alterungsprüfstände) untersucht [Göhler 2008, Schumacher et al. 2010]. 
2.2.1 Oxidationstest 
Zur Bestimmung der Oxidationsstabilität von Öl 1, Öl 2 und vom Ölgemisch kann der Einfluss 
von Sauerstoff auf die Alterung mit Hilfe des modifizierten „Rotating Pressure Vessel Oxidation 
Stability Test“ (RPVOT) gezielt untersucht werden. Die Belastung der Öle ist hierbei wesentlich 
höher als in einer realen Anwendung. In Anlehnung an ASTM D2272 [2009] wird für den Oxida‐
tionstest ein Becherglas mit 35 g Öl  in einen Druckbehälter aus Stahl gesetzt und mit 6,25 bar 
reinem Sauerstoff befüllt (Abbildung 2‐1). Anschließend rotiert die Apparatur mit 100 U/min in 
einem 120 °C warmen Heizbad mit einem Winkel von 30°. Der Druckverlauf gibt Auskunft über 
das Alterungsverhalten des Öls. In Folge der Temperaturerhöhung kommt es zunächst zu einem 
Druckanstieg. Durch die zeitgleiche Reaktion des Sauerstoffs mit dem Öl wird dieser verbraucht 
und bildet dabei nichtgasförmige Reaktionsprodukte, wodurch der Druck nach Erreichen eines 
Druckmaximums  sinkt.  Die  Zeit  zwischen  dem  Druckmaximum  und  einem  Druckabbau  von 
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1,75 bar ist als Standzeit definiert. Die Oxidationsstabilität des untersuchten Öls ist dabei umso 
größer,  je höher die erreichte Standzeit  ist. Durch Verzicht auf eine Kupferspirale und Wasser 
sowie durch Reduzierung der Temperatur von 150 auf 120 °C, wurde der RPVOT  für unadditi‐
vierte  biogene  Ester  angepasst,  um  ausschließlich Oxidationseffekte  zu  untersuchen  [Göhler 
2008]. 
 
Abbildung 2‐1:  Schema des Oxidationstests [Quelle: Schumacher et al. 2008] 
2.2.2 Alterungsprüfstand I 
Um das Alterungsverhalten von Öl 1 und Öl 2 unter realistischen Bedingungen zu untersuchen, 
wurden  zwei  voneinander  unabhängige Alterungsprüfstände mit  jeweils  2,5 L Ölvolumen  am 
IFAS eingesetzt [Göhler 2008]. Der in Abbildung 2‐2 dargestellte Alterungsprüfstand I ist so aus‐
gelegt, dass die Ölalterung  zwar beschleunigt wird, das Belastungskollektiv aber einer  realen 
Anlage und Anwendung entspricht. Dabei wird das Öl aus dem Tank durch den Wärmetauscher 
in  die  Pumpe  gesaugt.  Um  Kavitation  am  Pumpeneingang  zu  vermeiden,  ist  der  Tank  mit 
1,75 bar Druckluft  vorgespannt,  die  zusätzlich  frischen  Sauerstoff  in  das  System  fördert. Mit 
zwei Druckbegrenzungsventilen werden der Volumenstrom und der Druck eingestellt. Der By‐
pass, der auf direktem Weg zurück in den Tank führt, wird so weit geöffnet, dass der Volumen‐
strom  im Hauptzweig bei 5 l/min  liegt. Der Hauptstrom  führt durch Kühler, Pumpe, Filter und 
Volumenstromzähler durch einen Blendenblock, in dem ein Großteil des Drucks in Wärme und 
Scherung umgewandelt wird. Die unkonventionelle Anordnung des Kühlers sorgt für eine hohe 
Temperatur im Tank, so dass die Alterungsvorgänge dort beschleunigt ablaufen können. Optio‐
nal kann über einen Hydromotor und einen Zylinder ein Tribometer  zugeschaltet werden. Es 
können Triboscheiben aus verschiedenen Materialien bzw. mit verschiedenen Beschichtungen 
eingebaut werden. Für die Versuche mit Öl 1 und Öl 2 wurde das Siebel‐Kehl‐Tribometer mit 
verschiedenen  Tribopaarungen  (Stahl‐Messing  und  Stahl‐ZrCg)  bestückt,  wobei  der  Stator 
(= Grundkörper) immer aus Stahl (42CrMo4) bestand. Als Rotor (= Gegenkörper) im konventio‐
nellen Tribosystem wurde Messing  (CuZn37Mn3Al2PbSi) als Gegenkörper  zu Stahl eingesetzt, 
während der beschichtete Stahl mit gradiertem Zirkoniumcarbid als Gegenkörper  für das um‐
weltfreundliche Tribosystem diente (siehe Tabelle 1‐4 und Abbildung 1‐7). 
M A T E R I A L   U N D   M E T H O D E N  
 
35
 
Abbildung 2‐2:  Aufbau des Alterungsprüfstands I [Quelle: J. Schumacher, IFAS, RWTH Aachen] 
Die  Alterungsgeschwindigkeit  hängt  entscheidend  vom  Druck‐  und  Temperaturniveau  ab.  In 
Abbildung 2‐3 sind die Verläufe der Tanktemperatur, des maximalen Drucks sowie des Tankfüll‐
stands beispielhaft  für Öl 2 mit der Stahl‐Messing‐Paarung dargestellt. Es wurde ein Druckni‐
veau von 200 bar und eine Tanktemperatur von 50 °C eingestellt. Regelmäßig wurden Proben 
von  jeweils 70 ml entnommen und hinsichtlich kinematischer Viskosität  [DIN 51562‐1, 1999], 
Neutralisationszahl  [DIN 51558, 1979], Wassergehalt  [DIN 51777, 1983] und Metallgehalt un‐
tersucht. Die Zeitpunkte der Probeentnahmen wurden in Abhängigkeit der Viskositätsänderung 
festgelegt.  Zu  Beginn  und  nach  Abbruch  der  Prüfstände  wurden  von  Öl 1  und  Öl 2  jeweils 
250 ml zur Untersuchung der Toxizität entnommen [Bressling et al. 2009]. Als Abbruchkriterium 
gilt ein Viskositätsanstieg von 20 % gegenüber der Startviskosität. 
 
Abbildung 2‐3:  Betriebsverhalten  des  Alterungsprüfstands I  mit  Öl 2  und  der  Stahl‐Messing‐Paarung 
[Quelle: Bressling et al. 2009, Schumacher et al. 2010] 
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2.2.3 Alterungsprüfstand II 
Um die Wechselwirkungen zwischen beschichteten Komponenten und dem Ölgemisch hinsicht‐
lich seines Alterungsverhaltens in einem hydraulischen System zu untersuchen, wurde am IFAS 
ein  weiterer  Alterungsprüfstand  entwickelt.  Dieser  Prüfstand  basiert  auf  dem  bereits  von    
Göhler entwickelten Alterungsprüfstand I [Göhler 2008]. Der entwickelte Alterungsprüfstand II 
für Pumpen ermöglicht die Untersuchung der gebrauchsbedingten Ölalterung bei gleichzeitiger 
Betrachtung der tribologischen Eigenschaften beschichteter (ZrCg) und unbeschichteter Bautei‐
le [Enekes und Murrenhoff 2010]. 
 
Abbildung 2‐4:  Aufbau des Alterungsprüfstands II [Quelle: C. Enekes, IFAS, RWTH Aachen] 
Zentrale Komponente des Prüfstandes ist eine Axialkolbenmaschine (Abbildung 2‐4). Die Axial‐
kolbenpumpe  (Versuchspumpe A4 VSO 40, Bosch Rexroth AG, Elchingen), die mit einem kon‐
stanten Schwenkwinkel betrieben wird,  saugt aus dem Tank gefiltertes und auf 63 °C  tempe‐
riertes Öl an. Durch die Verstelldrossel können  im System Drücke bis 300 bar eingestellt wer‐
den.  Hinter  dem  Hochdruckteil  werden  ein  Partikelsensor  und  ein  Niederdruckfilter  durch‐
strömt. Durch den Aufbau des Prüfstandes mit einer Versuchspumpe, Filtern, Kühlern, Ventilen 
und Rohrleitungen ist das Ölgemisch dauerhaft dem Kontakt mit Materialien wie Stahl, Messing 
und beschichteten Komponenten (ZrCg) ausgesetzt (Tabelle 2‐6), so dass die tribologischen Be‐
lastungen denen einer realen Anlage nahe kommen. Aufgrund eines kleinen umlaufenden Ölvo‐
lumens von 25 L Systemvolumen und einem Volumenstrom der Pumpe von 60 l/min, wird eine 
hohe  thermische Belastung des Öls  innerhalb  einer  kurzen Gebrauchsdauer  erreicht  [Enekes 
und Murrenhoff 2010]. Nach jeweils 48 h, bei einer Gesamtlaufzeit von 192 h, wurden Proben 
von 300 ml zur Untersuchung der Toxizität entnommen. Das Schmierstoffvolumen wurde wäh‐
rend des Versuches nicht erneuert oder aufgefüllt. 
Tabelle 2‐6:  Übersicht der beschichteten und unbeschichteten Komponenten  (Grundkörper‐Gegen‐
körper) im Alterungsprüfstand II; ZT = Zylindertrommel 
  Kolben/Buchse  Gleitschuh/Kolben Steuerplatte/ZT  Wälzlager 
Stahl‐Messing  ‐  x  x  ‐ 
ZrCg‐Stahl  x  ‐  ‐  x 
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2.3 Probenaufbereitung  von  Schmierstoffen  für den  Einsatz  in biologische Testver‐
fahren unter Anwendung des Water Soluble Fraction (WSF)‐Konzepts 
Zur Untersuchung  von  Schmierstoffen  in biologischen Testverfahren, wird das Water  Soluble 
Fraction (WSF)‐Konzept in Anlehnung an ASTM D6081 [1998] angewendet. Es werden WSF mit 
zwei unterschiedlichen Konzentrationen  (100 mg/l und 100 g/l) als  jeweilige Stammlösung so‐
wie WSF als einzeln eluierte Konzentrationen hergestellt. 
2.3.1 WSF mit einer Konzentration von 100 mg/l 
Mit dem  sogenannten  Limit‐Test kann die Prüfung einer Konzentration  für eine Toxizitätsbe‐
wertung mit der  rechtlich  relevanten Menge von 100 mg/l durchgeführt werden, um nachzu‐
weisen, dass der EC50 über dieser Konzentration liegt. Tritt keine Hemmung > 50 % auf, so wird 
der EC50 > 100 mg/l angegeben. Daher werden von den Schmierstoffen WSF mit einer Konzent‐
ration von 100 mg/l nach  folgender Vorgehensweise hergestellt: Alle verwendeten Glasgeräte 
werden mit Pentan/Aceton (Verhältnis 2:1) vorgespült, anschließend mit Stickstoff ausgeblasen 
und mit Millipore®‐Wasser nachgespült und über Nacht zum Trocknen aufgestellt. Auf einem 
Deckgläschen werden 100 mg Probe eingewogen, dieses in eine braune 1 L Duran®‐Glasflasche 
überführt und 1000 ml Millipore®‐Wasser hinzugefügt. Die Suspension wird für 24 h auf einem 
Magnetrührer (VARIOMAG® Mono, H+P Labortechnik AG, Oberschleißheim) gerührt, wobei die 
Rührgeschwindigkeit so eingestellt wird, dass der durch das Rühren entstehende Strudel ca. 1/5 
der gesamten Flüssigkeitshöhe beträgt. Die Mischung wird  in einen 1 L Scheidetrichter über‐
führt und über Nacht zur Phasentrennung  im Dunkeln stehen gelassen. Die Ölphase wird am 
folgenden Tag abgetrennt und verworfen. Die wässrige Phase wird über einen Glasfaserfilter 
(Type A/E 47 mm, Pall Life Sciences, Michigan, USA) mit Hilfe einer Nutsche (Sartorius AG, Göt‐
tingen) über eine Wasserstrahlpumpe filtriert. Vom Filtrat (= wässriger Extrakt oder Eluat bzw. 
WSF) werden  der  pH‐Wert mit  einer  pH‐Mikroelektrode  (InLab® 423, Mettler  Toledo GmbH, 
Gießen)  und  die  Leitfähigkeit mit  einer  Leitfähigkeitsmesszelle  (TetraCon® 325, WTW GmbH, 
Weilheim) bestimmt. Das Eluat wird bei 4 °C  in einer braunen 1 L Duran®‐Glasflasche gelagert 
und  innerhalb  von  14  Tagen  unverdünnt  in  die  biologischen  Testverfahren  eingesetzt  (siehe 
Kap. 2.4 und Kap. 2.5).  
2.3.2 WSF mit einer Konzentration von 100 g/l 
Die Prüfung von WSF mit einer Konzentration von 100 mg/l als Grundlage  für eine  rechtliche 
Bewertung  lässt keine deutliche Unterscheidung hinsichtlich der Ökotoxizität von Schmierstof‐
fen  zu. Daher werden analog  zu den WSF mit 100 mg/l, Extrakte mit der von Maxam  [2003] 
vorgeschlagenen  Konzentration  von  100 g/l  hergestellt.  Bei  dieser  Konzentration  zeigen  sich 
deutlich  toxische  Effekte,  so  dass  Unterschiede  zwischen  den  Ölproben  aufgedeckt werden 
können [Michel 2004, Erlenkämper 2008]. Für die Probenaufbereitung werden 90 g Öl in einer 
braunen  1 L  Duran®‐Glasflasche  mit  900 ml  Millipore®‐Wasser  (Öl‐Wasser‐Verhältnis = 1:10) 
versetzt. Die Suspension wird  für 24 h bei 10 U/min auf einem Überkopfschüttler geschüttelt 
(GFL 3040 Überkopfschüttler, Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel), da so eine besse‐
re Durchmischung gewährleistet  ist, als durch das Rühren. Die Phasentrennung und Filtration 
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erfolgt  analog  zur  Herstellung  von  100 mg/l.  Das  erhaltene  filtrierte  Eluat wird  als  Verdün‐
nungsreihe in die biologischen Testverfahren eingesetzt und die Konzentrationen als prozentua‐
ler  Anteil  des  Originalextraktes  angegeben.  Entsprechend  werden  die  Toxizitätsdaten  als 
EL‐Werte in % des Extraktes angegeben. Je niedriger der EL50‐Wert ist, desto toxischer verhält 
sich die Probe auf den Testorganismus. 
2.3.3 WSF mit einzeln eluierten Konzentrationen 
Die Darstellung von EL50‐Werten in % wird als problematisch angesehen, da sie nicht zur Klassi‐
fikation von Chemikalien geeignet  ist. Hier werden Angaben  in mg/l bzw. g/l der Testsubstanz 
benötigt. Außerdem unterscheidet sich die Zusammensetzung von Extrakten mit hohen Bela‐
dungsraten stark von denen mit niedrigeren Beladungsraten, was gerade bei der Probenaufbe‐
reitung schwer wasserlöslicher Substanzen von Bedeutung  ist. Daher werden zusätzlich zu der 
Elution  von  100 mg/l  und  100 g/l,  getrennte  Elutionen  von  0,1‐100 g/l  nach OECD 23  [2000] 
hergestellt und unverdünnt  als  fertige Konzentrationsreihe  in die biologischen  Testverfahren 
eingesetzt  [Lahme  2007,  Erlenkämper  2008].  Als  Basis  dient  das  Ölgemisch  vor  und  nach 
tribologischer Anwendung (siehe Tabelle 2‐5). Es werden zusätzliche Konzentrationen von 1 g/l, 
10 g/l, 25 g/l, 50 g/l und 75 g/l hergestellt. Die Flüssigkeitsmenge wird dementsprechend ange‐
passt: es werden jeweils 999 ml, 990 ml, 975 ml, 950 ml und 925 ml Millipore®‐Wasser zugege‐
ben. Das Vorgehen  für Extrakte mit einer Konzentration  von 1 g/l entspricht der Herstellung 
von WSF mit einer Konzentration von 100 mg/l. Die Herstellung der übrigen Konzentrationen 
entspricht der Vorgehensweise für WSF mit einer Konzentration von 100 g/l. 
2.4 Biologische Testverfahren zur Erfassung des ökotoxischen Potentials 
2.4.1 Algen‐Wachstumshemmtest in 24‐Well‐Mikrotiterplatten 
Der Algentest wird nach DIN 38412‐33 [1991] und DIN EN ISO 8692 [2010] durchgeführt. Hier‐
bei  wird  der  Testorganismus  Desmodemus  subspicatus CHODAT  in  Form  einer  exponentiell 
wachsenden Kultur verschiedenen Konzentrationen einer Testsubstanz ausgesetzt. Es wird die 
Wachstumshemmung  anhand  der  in‐vivo‐Chlorophyll‐Fluoreszenz  über  einen  Zeitraum  von 
72 h in einem Messintervall von 24 h aufgezeichnet. 
Geräte und Materialien 
? Inkubationsschüttler  (Multitron,  Infors  HT,  Bottmingen,  Schweiz)  mit  Beleuchtung: 
Leuchtstoffröhren OSRAM 36W/25 Universal Weiß, (Osram GmbH, München); Schüttel‐
bedingungen: 130 U/min für 10 min und 100 U/min für 1 h  in  Intervallen; Hub: 25 min; 
Temperatur: 23 ± 1 °C 
? Vibrationsschüttler für Mikrotiterplatten (Titramax 1000, Heidolph Instruments GmbH & 
Co. KG, Schwabach); Schüttelbedingungen: Hub 1,5 mm  für 30 min bei 400 U/min und 
15 min  Pause.  Zur Optimierung  der  Beleuchtung wird  die Oberfläche  des  Vibrations‐
schüttlers,  auf  dem  die Mikrotiterplatten mit  Spezialhaftband  befestigt  werden, mit 
Spiegelfolie beklebt. 
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? Mikrotiterplatten‐Photometer  (TECAN  SPECTRAFluor  Plus,  Tecan  Group  Ltd., Männe‐
dorf, Schweiz) mit Inkubations‐ und Schüttelmöglichkeit 
? pH/mV‐Taschenmessgerät (Typ pH 315i, WTW GmbH, Weilheim) mit pH‐Mikroelektrode 
InLab® 423 (Mettler Toledo GmbH, Gießen) 
? Mikrotiterplatten  (24‐Well‐Gewebekulturplatten,  Greiner  GmbH,  Solingen).  Während 
der  Inkubation wird der  Spalt  zwischen Platte und Deckel mit Parafilm® M  (Pechiney 
Plastic Packaging, Chicago, USA) abgedichtet. 
Chemikalien und Medien 
Die  verwendeten Chemikalien werden, wenn nicht  anders  angegeben,  im Reinheitsgrad p.A. 
von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma‐Aldrich Chemie GmbH (München) bezo‐
gen. Die Bestandteile des Nährmediums für die Testansätze (DIN‐Medium), die Vorkulturen und 
die Stammkulturen sind in Tabelle 2‐7 zusammengefasst. 
Tabelle 2‐7:  Zusammensetzung der Stammlösungen  [g/l] nach DIN 38412‐33  [1991] zur Herstellung 
der Nährmedien für den Algen‐Wachstumshemmtest  
 
Lösung I 
(Nährsalze) 
Lösung II  
(Eisen‐Komplex) 
Lösung III  
(Spurenelemente) 
NH4Cl  1,5  ‐  ‐ 
MgCl2·6 H2O  1,2  ‐  ‐ 
CaCl2·2 H2O  1,8  ‐  ‐ 
MgSO4·7 H2O  1,5  ‐  ‐ 
KH2PO4  0,16  ‐  ‐ 
FeCl3·6 H2O  ‐  0,08  ‐ 
Na2EDTA·2 H2O  ‐  0,1  ‐ 
H3BO3  ‐  ‐  0,185 
MnCl2·4 H2O  ‐  ‐  0,415 
ZnCl2  ‐  ‐  0,003* 
CoCl2·6 H2O  ‐  ‐  0,0015* 
CuCl2·2 H2O  ‐  ‐  0,00001* 
NaMoO4·2 H2O  ‐  ‐  0,007* 
*Ansatz dieser Lösungen erfolgt über einen zusätzlichen Verdünnungsschritt 
Alle Lösungen werden 20 min bei 212 °C autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Für die Kultivierung 
der Algen in Flüssig‐Medium wird eine 3%ige NaHCO3‐Lösung nach DIN 38412‐33 [1991] herge‐
stellt und steril filtriert (Minisart‐Filter, 0,2 μm Porenweite, Sartorius AG, Göttingen). Diese Lö‐
sung darf nicht älter als zwei Wochen sein, da bei Luftkontakt CO2 ausgast. Aus diesen Stamm‐
lösungen werden die Nährmedien (DIN‐Medium und Stammkultur) unter sterilen Bedingungen 
in folgenden Verhältnissen hergestellt: 
Tabelle 2‐8:  Zusammensetzung  der  Nährmedien  [ml]  aus  den  Stammlösungen  (Lösung I‐III)  nach 
DIN 38412‐33 [1991] für den Algen‐Wachstumshemmtest  
  Lösung I   Lösung II   Lösung III   3%ige NaHCO3‐Lsg.  Millipore®‐Wasser 
DIN‐Medium  100  10  10  100  780 
Stammkultur  10  1  0,1  1  88 
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Für  die Herstellung  der  Stammkulturen wird  jede Woche  1 ml  einer  6‐7  Tage  gewachsenen 
Stammkultur in die neuen Ansätze überführt. Diese werden 7 Tage bei 23 ± 2 °C unter Dauerbe‐
leuchtung im Inkubationsschüttler bei einer vorgegebenen Lichtintensität von 60 µmol/m2/s bis 
120 µmol/m2/s kultiviert. Das DIN‐Medium wird mindestens 30 min auf einem Magnetrührer 
(VARIOMAG® Mono, H+P Labortechnik AG, Oberschleißheim) gerührt. Dadurch  stellt  sich das 
Gleichgewicht der in der Flüssigkeit gelösten Gase und der pH‐Wert ein. Danach erfolgt die Zu‐
gabe von NaHCO3. Der pH‐Wert sollte anschließend etwa 8,2 ± 0,2 betragen. Bei kleineren Ab‐
weichungen wird  der  pH‐Wert mit  1 M HCl  bzw.  1 M NaOH  eingestellt.  Bei  größeren Abwei‐
chungen sollte die Medienzusammensetzung überprüft werden. 
Testdurchführung 
ANSETZEN DER VORKULTUREN 
Das Vorkulturmedium setzt sich aus 10 ml DIN‐Medium und 90 ml sterilem Millipore®‐Wasser 
zusammen. Drei Tage vor Beginn eines Tests werden die Vorkulturen  in sterilen 250 ml Erlen‐
meyer‐Kolben, die mit  sterilen Wattestopfen  verschlossen werden,  angesetzt, damit  sich die 
Algen beim Einsatz in den Test in der exponentiellen Wachstumsphase befinden. 100 ml Vorkul‐
turmedium werden mit 1 ml einer 6‐7 Tage gewachsenen Stammkultur angeimpft. Die Inkuba‐
tionsbedingungen  der  Vorkultur  sollen  denen  der  späteren  Testansätze  entsprechen.  Daher 
werden die Ansätze drei  Tage bei 23 ± 2 °C unter Dauerbeleuchtung bei einer  Lichtintensität 
von 60‐120  µmol/m2/s im Inkubationsschüttler kultiviert. 
TESTANSATZ IN 24‐WELL‐MIKROTITERPLATTEN 
Der Algen‐Wachstumshemmtest wird abweichend von der Norm  in 24‐Well‐Mikrotiterplatten 
durchgeführt [Eisentraeger et al. 2003]. Die Belegung der Mikrotiterplatten ist in Abbildung 2‐5 
schematisch dargestellt. Je Platte wird eine Probe in 5 Konzentrationen (V1‐V5) getestet. 
  1  2  3  4  5  6 
A  Wachstumskontrollen  Leerwerte 
B  V1  V4 
C  V2  V5 
D  V3  Wachstumskontrollen 
Abbildung 2‐5:  Belegung  der  24‐Well‐Mikrotiterplatten  für  den  Algen‐Wachstumshemmtest;  V1‐V5 = 
Testansatz [Quelle: Eisentraeger et al. 2003] 
Die Wells mit einem Gesamtvolumen von 2 ml werden nach folgendem Schema mit der Probe, 
sterilem Millipore®‐Wasser, dem DIN‐Medium und der Algensuspension  in drei Parallelen be‐
stückt.  Aufgrund  der  Verdünnung  im  Test  beträgt  die maximale  Probenkonzentration  80 % 
(= Testansatz V1). 
Tabelle 2‐9:  Pipettierschema [µl] zur Bestückung der Wells für den Algen‐Wachstumshemmtest  
 
Probe 
Millipore®‐
Wasser 
DIN‐Medium 
Algensuspension 
(105 Zellen/ml) 
Testansatz  1600  ‐  200  200 
Wachstumskontrolle ‐  1600  200  200 
Leerwert  ‐  1600  200  ‐ 
M A T E R I A L   U N D   M E T H O D E N  
 
41
Nach  Zugabe  des  Inokulums  wird  die  Chlorophyll‐Fluoreszenz  mit  dem  Mikrotiterplatten‐
Photometer gemessen. Zur Gerätesteuerung und Datenaufnahme wird das  von Tecan Group 
Ltd. entwickelte Programm XFluor™ verwendet. Die Einstellung der Messparameter wird ent‐
sprechend Tabelle 2‐10 vorgenommen. 
Tabelle 2‐10:  Messparameter  für  die Datenaufnahme  der  Chlorophyll‐Fluoreszenz  im  Algen‐Wachs‐
tumshemmtest mit 24‐Well‐Mikrotiterplatten 
Excitation filter  440 nm 
Emission filter  690 nm 
Gain  150 
Read mode  Top 
Lag time  0 µs 
Integration time  40 µs 
Number of flashes  50 
Read direction  Rows 
Shaking duration  30 sec 
Shaking mode  Orbital 
Shaking intensity  Normal 
Die pH‐Werte der Leerwerte, der Kontrollen und der Testansätze in der höchsten und niedrigs‐
ten Konzentration werden zu Beginn des Tests in einer separaten Platte bestimmt. Die Inkuba‐
tion der Platten erfolgt auf Vibrationsschüttlern  im  Inkubationsschüttler, um die Algen  in Sus‐
pension zu halten. Vor  jeder Messung wird die Flüssigkeit  in den einzelnen Wells mit einer Pi‐
pette durchmischt. Nach 72 h erfolgt erneut die Messung der pH‐Werte in den entsprechenden 
Wells. 
Auswertung 
Die  Messdaten  werden  mittels  Excel®‐Tabellenkalkulation  (Microsoft,  InfoSoft  Intern.  Corp, 
USA) weiter verarbeitet. Hierzu wurde eine Vorlage von Klein [2002] erstellt, die ausgehend von 
den relativen Fluoreszenzmesswerten die Hemmung über die Wachstumsrate nach DIN EN ISO 
8692 [2010] berechnet und daraus mittels einer Probitanalyse unter Verwendung einer einfa‐
chen, gewichteten Regression, EL50‐Werte nach Finney  [1964] bestimmt. Die 95 %‐Konfidenz‐
intervalle werden nach Finney [1964] und Weber [1980] ermittelt. Die ermittelten EL50‐Werte 
werden  als  Bewertungskriterium  der  Reinsubstanz  angegeben.  Für  die  Schmierstoff‐Eluate 
werden EC50‐Werte nach DIN 38412‐33 [1991] bzw. EL50‐Werte angegeben. 
Gültigkeitskriterien 
? Die Chlorophyll‐Fluoreszenz  im Kontrollansatz muss  innerhalb von 72 h mindestens um 
den Faktor 30 zunehmen. 
? Der pH‐Wert der Kontrollen darf nicht um mehr als 1,5 Einheiten variieren. 
? Der Variationskoeffizient der Kontrollen muss < 5 % sein. 
? Der  Vermehrungsfaktor  der  Kontrollen  in  der Nähe  der  Proben mit  den  hohen  Kon‐
zentrationen sollte vergleichbar mit dem Vermehrungsfaktor der Kontrollen in der Nähe 
der Proben mit den niedrigen Konzentrationen sein. 
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? Der  Vermehrungsfaktor  der  Kontrollen  sollte  dabei mindestens  so  hoch  sein wie  die 
Vermehrungsfaktoren der Proben. 
2.4.2 Daphnien‐Immobilisationstest 
Der Daphnientest wird nach DIN 38412‐30 [1989] und DIN EN ISO 6341 [2010] durchgeführt. Als 
Maß  für die Toxizität einer Testsubstanz gilt die Schwimmunfähigkeit der Testtiere nach 24 h 
Exposition  gegenüber  dieser  Substanz.  Für  die  WSF  des  Ölgemisches  vor  und  nach  tribo‐
logischer Anwendung sowie die Öle 3‐10, als Bestandteil der komplexen Ester‐Mischung, erfolgt 
zusätzlich die Bestimmung der Toxizität nach 48 h Exposition  in Anlehnung  an die OECD 202 
[2004]. 
Geräte 
? Kühlbrutschrank (BK 6160, Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 
? Messgerät  für  pH‐Wert,  Leitfähigkeit  und  Sauerstoff  (pH‐Einstabmesskette  Sen Tix 61, 
Leitfähigkeitsmesszelle  TetraCon® 325,  Sauerstoffsensor  CellOx® 325,  inoLab Multi  Le‐
vel 1, WTW GmbH, Weilheim). Die Kalibration der Geräte erfolgt nach Herstelleranga‐
ben. 
? Magnetrührer VARIOMAG® Mono (H+P Labortechnik GmbH, Oberschleißheim) 
 
Chemikalien und Lösungen 
Alle verwendeten Chemikalien werden, wenn nicht anders angegeben,  im Reinheitsgrad p.A. 
von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma‐Aldrich Chemie GmbH (München) bezo‐
gen. 
Stammlösungen: 
? 117,6 g/l CaCl2·2 H2O‐Lösung 
? 25,2 g/l HCO3‐Lösung 
? 0,028 g/l SeO2‐Lösung 
Aachener Daphnien Medium [ADaM, Klüttgen et al. 1994]: 
Folgende Bestandteile werden für einen großen Ansatz Zuchtmedium  in 30 L Aqua bidest. ge‐
löst: 9,99 g  synthetisches Meersalz  (Wimex hw Meersalz Bioelemente, Wiegandt GmbH, Kre‐
feld), 69,0 ml CaCl2‐Lösung, 66,6 ml NaHCO3‐Lösung und 1,5 ml SeO2‐Lösung. Das Medium wird 
bis zum Erreichen der Sauerstoffsättigung mit Druckluft belüftet. 
10‐fach konzentriertes Aachener Daphnien Medium (10‐fach ADaM): 
Auf  100 ml  Aqua  bidest.  werden  0,33 g  synthetisches  Meersalz  gegeben  und  auf  einem 
Magnetrührer gerührt. Dazu werden 2,3 ml der CaCl2‐Lösung, 2,22 ml der NaHCO3‐Lösung und 
0,05 ml SeO2‐Lösung zugegeben. Das 10‐fach ADaM wird immer frisch hergestellt. 
Kulturhaltung und Testdurchführung 
Für diesen Test werden Süßwasserkrebse der Art Daphnia magna STRAUS eingesetzt, die aus 
einer drei bis vier Wochen alten Zucht stammen. Die Daphnien werden in 2 L Bechergläsern mit 
ADaM‐Medium  in einer Dichte von 24 Tieren pro Glas gezüchtet. Die Daphnienkultur wird bei 
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diffusem Licht, im Hell‐Dunkel‐Rhythmus 16:8 und bei 20 ± 2 °C gehalten. Zweimal wöchentlich 
ist  ein  Zuchtwasserwechsel  erforderlich, wobei  die  Jungtiere  von  den Muttertieren  getrennt 
werden. Die ältesten Muttertiere werden einmal pro Woche entsorgt. Die Fütterung der Tiere 
erfolgt  täglich  mit  5‐10 ml  Futteralgen‐Suspension.  Als  Futteralge  wird  Desmodesmus 
subspicatus  CHODAT  verwendet.  Im  Abstand  von  vier Wochen wird  die  Empfindlichkeit  der 
Jungtiere mit Kaliumdichromat bestimmt. 
Der Test wird mit maximal 24 h alten  Jungtieren durchgeführt. Die 100 g/l‐Eluate werden mit 
Millipore®‐Wasser  in 50 ml Bechergläsern auf ein Endvolumen von 20 ml verdünnt, wobei  je‐
dem Ansatz 2 ml 10‐fach ADaM  zugegeben werden. Die maximale Probenkonzentration ent‐
spricht somit 90 % im Test. Die Kontrollen enthalten 18 ml Millipore®‐Wasser und 2 ml 10‐fach 
ADaM. Pro Ansatz werden vier Parallelen mit  jeweils 5 Tieren verwendet,  für 100 mg/l‐Eluate 
werden 12 Parallelen eingesetzt. Die  Leitfähigkeit  sowie die pH‐Werte  jeweils einer Parallele 
aller Verdünnungen und der Kontrollansätze werden  zu Testbeginn und  ‐ende bestimmt. Die 
Inkubation erfolgt  im Brutschrank bei 20 °C  im Dunkeln ohne  Futterzugabe. Nach Ablauf der 
24 h wird die Anzahl der immobilisierten Daphnien bestimmt. 
Auswertung 
Die  Berechnung  der  Hemmung  erfolgt  nach  DIN  EN  ISO  6341  [2010].  Zur  Bestimmung  der 
EC50‐Werte  bzw.  EL50‐Werte  und  der  95 %‐Konfidenzintervalle  wird  wie  beim  Algen‐Wachs‐
tumshemmtest vorgegangen (siehe Kap. 2.4.1). 
Gültigkeitskriterien 
? Die Konzentration des gelösten Sauerstoffs in den Testlösungen am Ende des Tests muss 
mindestens 2 mg/l betragen. 
? Der Prozentsatz der  immobilisierten Daphnien  in den Kontrollansätzen darf 10 % nicht 
überschreiten. 
? Der EC50‐Wert von Kaliumdichromat muss zwischen 0,6 und 2,4 mg/l liegen. 
2.4.3 Lumineszenz‐Hemmtest 
In diesem Test wird die Hemmung der Lichtemission des  lumineszierenden Bakteriums Vibrio 
fischeri durch toxische Substanzen bestimmt. Maßgebliches Testkriterium ist die Abnahme der 
Lumineszenz  nach  einer  Expositionsdauer  von  30 min.  Es  werden  frisch  gezüchtete  und  in 
Schutzmedium konservierte Bakterien verwendet. Die Vorgehensweise entspricht der DIN EN 
ISO 11348‐1 [1999].  
Geräte 
Luminometer LUMIStox 300 mit externen Thermoblöcken LUMIStherm Inkubator, temperierbar 
auf 15 ± 0,2 °C (Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin) 
Chemikalien und Lösungen 
Alle verwendeten Chemikalien werden, wenn nicht anders angegeben,  im Reinheitsgrad p.A. 
von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma‐Aldrich Chemie GmbH (München) bezo‐
gen.   
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Rekonstitutionslösung: 
8,0 g  C6H12O6·H2O,  20,0 g  NaCl,  2,035 g MgCl2·6 H2O,  0,3 g  KCl  und  11,9 g  HEPES werden  in 
800 ml Millipore®‐Wasser gelöst und 30 min gerührt. Der pH‐Wert wird auf 7,0 ± 0,2 eingestellt 
und die  Lösung auf 1000 ml Endvolumen aufgefüllt. Die  Lagerung erfolgt portionsweise  zu  je 
12 ml in Reagenzgläsern mit Schraubdeckel bei ‐20 °C. 
2%ige Natriumchlorid‐Lösung: 
20 g NaCl werden  in Millipore®‐Wasser gelöst und auf 1000 ml Endvolumen aufgefüllt. Diese 
Lösung dient als Verdünnungswasser für die wässrigen Extrakte. 
Referenztoxen: 
Als interne Kontrolle im Test werden die Referenztoxen Kaliumdichromat (K2Cr2O7), 3,5‐Dichlor‐
phenol (C6H4Cl2O) und Zinksulfat‐Heptahydrat (ZnSO4·7 H2O)  in einer bestimmten Konzentrati‐
on untersucht. Die Referenztoxen sind in Millipore®‐Wasser angesetzt und bereits aufgesalzen. 
? 4 mg/l   Cr6+ (als Kaliumdichromat) 
? 6 mg/l   3,5‐Dichlorphenol 
? 25 mg/l   Zn2+ (als Zinksulfat‐Heptahydrat) 
Kulturhaltung und Testdurchführung 
Die Kryokulturen werden nach DIN EN ISO 11348‐1 [1999] hergestellt und auf ihre Empfindlich‐
keit gegenüber den angegebenen Referenztoxen überprüft. Die Testdurchführung erfolgt mit 
dem Luminometer LumiStox 300 als Küvettenansatz  in Thermoblöcken. Pro Thermoblock wer‐
den  sieben  Probenverdünnungen,  zwei  Negativkontrollen  (2%ige  NaCl‐Lösung)  und  eine 
Referenztoxe in zwei Parallelen gemessen. Die wässrigen Extrakte müssen zur Verdünnung mit 
NaCl auf eine Salzkonzentration von 2 % aufgesalzen werden, da Vibrio fischeri ein marines Bak‐
terium ist. Der Test beginnt mit der Messung der Ausgangs‐Lumineszenz (l0) der Bakterien. Un‐
mittelbar  nach  der Messung werden  0,5 ml  einer  Verdünnungsstufe  zu  der  Bakterienlösung 
gegeben. Alle 30 sec wird ein Ansatz gemessen und das Testgut zugegeben. Nach 30 min Inku‐
bationszeit wird die Lumineszenz (l30) der Testansätze erneut gemessen, wobei die gleiche Rei‐
henfolge der Küvetten wie zu Versuchsbeginn eingehalten werden muss. Aufgrund der Verdün‐
nung im Test beträgt die maximale Probenkonzentration 50 %. 
Auswertung 
Aus den gemessenen Leuchtintensitäten mit Farbkorrektur wird die Berechnung nach DIN EN 
ISO 11348‐1  [1999] durchgeführt. Die anschließende Probitanalyse nach Finney  [1964]  liefert 
EC50‐Werte bzw. EL50‐Werte mit 95 %‐Konfidenzintervallen (siehe Kap. 2.4.1). 
Gültigkeitskriterien 
? Der Korrekturfaktor muss nach 30 min Inkubationszeit zwischen 0,6 und 1,8 liegen. 
? Die Abweichung der Parallelbestimmungen darf nicht mehr als 3 % betragen. 
? Eine der drei Referenzsubstanzen muss nach 30 min Inkubationszeit eine Hemmwirkung 
von 20 bis 80 % bewirken. 
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2.4.4 Zellvermehrungshemmtest mit Vibrio fischeri und Pseudomonas putida 
Als Testkriterium bei den bakteriellen Wachstumstests gilt die Wachstumshemmung des jewei‐
ligen Organismus unter Einwirkung von toxischen Substanzen. Grundlage sind die DIN 38412‐37 
[1999]  für  den  Test  mit  Vibrio  fischeri  und  DIN  EN  ISO  10712  [1996]  für  den  Test  mit 
Pseudomonas  putida. Die  Zellvermehrungshemmtests werden  abweichend  von  der Norm  in 
96‐Well‐Mikrotiterplatten durchgeführt  [Schmitz et al. 1998b], wobei eine Wachstumskinetik 
durch Messung der optischen Dichte in 20 bzw. 30 min‐Abständen erhoben wird. 
Geräte und Materialien 
? Mikrotiterplatten‐Photometer  (Labsystems  iEMS‐Reader  MF,  Thermo,  Helsinki,  Finn‐
land) mit kinetischer Datenaufnahme 
? Kühlhauben (Infors AG, Bottmingen, Schweiz) 
? Mikrotiterplatten (PS Microplate, 96‐Well, Greiner GmbH, Solingen) 
Chemikalien und Lösungen 
Alle verwendeten Chemikalien werden, wenn nicht anders angegeben,  im Reinheitsgrad p.A. 
von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma‐Aldrich Chemie GmbH (München) bezo‐
gen. 
Vibrio fischeri: 
Die Bestandteile des 1‐fach und des 5‐fach konzentrierten Nährmediums sind  in Tabelle 2‐11 
zusammengefasst. 
Tabelle 2‐11:  Zusammensetzung  der  Nährmedien  [mg]  für  den  Zellvermehrungshemmtest  mit 
V. fischeri 
  1‐fach Nährmedium   5‐fach Nährmedium  
NaCl  10  50 
MgSO4·7 H2O  0,1  0,5 
Glycerin  1,5  7,5 
Pepton aus Casein1)  2,5  12,5 
Hefeextrakt2)  0,25  1,25 
1)tryptisch verdaut (Serva, Heidelberg), 2)BactoTM Yeast Extract, Difco, BD, N.J., USA 
Die  Bestandteile werden  nacheinander  in  300 ml Millipore®‐Wasser  gelöst,  der  pH‐Wert  auf 
7,2 ± 0,2 eingestellt und auf 500 ml Endvolumen aufgefüllt. Anschließend werden die Lösungen 
bei 121 °C autoklaviert und bei 4 °C gelagert. 
Pseudomonas putida: 
Die Bestandteile der Stammlösungen zur Herstellung der Nährmedien sind  in Tabelle 2‐12 zu‐
sammengefasst. Lösung I bis III werden in 150 ml Millipore®‐Wasser gelöst und auf 250 ml End‐
volumen aufgefüllt. Lösung IV wird mit 1000 ml Millipore®‐Wasser versetzt, das Eisencitrat löst 
sich erst beim Autoklavieren. Alle Lösungen werden bei 121 °C autoklaviert und bei 4 °C gela‐
gert. 
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Tabelle 2‐12:  Zusammensetzung der Stammlösungen [g] zur Herstellung der Nährmedien für den Zell‐
vermehrungshemmtest mit P. putida 
  Lösung I  Lösung II  Lösung III  Lösung IV 
NaNO3  5  5  ‐  ‐ 
K2HPO4  1,2  1,2  ‐  ‐ 
KH2PO4  0,6  0,6  ‐  ‐ 
Hefeextrakt (Difco)  0,5  ‐  ‐  ‐ 
C6H12O6·H2O  ‐  ‐  22,0  ‐ 
MgSO4·7 H2O  ‐  ‐  ‐  4 
Fe(III)‐Citrat  ‐  ‐  ‐  0,01 
Alle Lösungen werden zur Herstellung des 1‐fach und des 10‐fach konzentrierten Nährmediums 
unter sterilen Bedingungen zusammen gegeben (Tabelle 2‐13). Die Nährmedien werden für den 
Test immer frisch angesetzt, da diese bereits nach kurzer Zeit trüb werden. 
Tabelle 2‐13:  Zusammensetzung  der  Nährmedien  [ml]  für  den  Zellvermehrungshemmtest  mit 
P. putida 
 
Lösung I  Lösung II  Lösung III  Lösung IV 
Millipore®‐
Wasser 
1‐fach Nährmedium  0,625  ‐  0,625  1,25  22,5 
10‐fach Nährmedium  ‐  6,25  6,25  12,5  ‐ 
Testdurchführung 
Die Belegung der 96‐Well‐Mikrotiterplatten mit zwei verschiedenen Testansätzen  (jeweils V1‐
V12)  ist  in Abbildung 2‐6 schematisch dargestellt. Es können bis zu 4 Proben  in  jeweils 6 Kon‐
zentrationen in drei Parallelen gemessen werden. 
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
A  Wachstumskontrollen 
B  V1  V7  V1  V7 
C  V2  V8  V2  V8 
D  V3  V9  V3  V9 
E  V4  V10  V4  V10 
F  V5  V11  V5  V11 
G  V6  V12  V6  V12 
H  BW+P  BW  BW+P  BW  BW+P  BW  BW+P  BW 
Abbildung 2‐6:  Belegung  der  96‐Well‐Mikrotiterplatten  für  die  Zellvermehrungshemmtests  mit 
V. fischeri  und  P. putida;  V1‐V12 = Testansatz,  BW+P = Blindwert mit  Probe  V1,  BW = 
Blindwert ohne Probe 
Die  Bakterienkulturen  von  Vibrio  fischeri  und  Pseudomonas  putida  werden  als  Glycerin‐
Kryokonserven bei ‐80 °C aufbewahrt. Zur Rekonstitution werden die Kryokonserven bei Raum‐
temperatur aufgetaut und mit dem 1‐fach‐Nährmedium 1:5  (V. fischeri) bzw. 1:10  (P. putida) 
verdünnt, um im Testansatz eine Zelldichte von 100 FNU (V. fischeri) bzw. 50 FNU (P. putida) zu 
erhalten. Die Bakterien werden in dieser Form als Inokulum im Test eingesetzt. Die Testansätze 
in der Mikrotiterplatte (Volumen je 200 µl) ergeben sich nach Tabelle 2‐14. 
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Tabelle 2‐14:  Pipettierschema  [µl]  zur Bestückung der Wells  für den  Zellvermehrungshemmtest mit 
V. fischeri und P. putida; BW+P = Blindwert mit Probe, BW = Blindwert ohne Probe 
  Probe  Millipore®‐Wasser  Nährmedium  Inokulum 
    V. fischeri   P. putida  V. fischeri (5x)  P. putida (10x)   
Testansatz  100  40  60  40  20  20 
Kontrolle  ‐  140  160  40  20  20 
BW+P  100  60  80  40  20  ‐ 
BW  ‐  160  180  40  20  ‐ 
Die Probe, das sterile Millipore®‐Wasser und das Nährmedium werden in drei Parallelen vorge‐
legt und der  Test durch  Zugabe des  Inokulums  gestartet. Aufgrund der Verdünnung  im  Test 
beträgt  die maximale  Probenkonzentration  50 %  (= Testansatz  V1).  Inkubation  und Messung 
erfolgen im Mikrotiterplatten‐Photometer mit folgenden Einstellungen: 
Tabelle 2‐15:  Messparameter  für  die  kinetische  Datenaufnahme  im  Zellvermehrungshemmtest mit 
V. fischeri und P. putida 
  Vibrio fischeri  Pseudomonas putida 
Temperatur  20 °C  21 °C 
Filter  450 nm  450 nm 
Messintervall  20 min  30 min 
Schüttelfrequenz  1200 U/min  1200 U/min 
Schütteldauer vor der Messung  30 sec  30 sec 
Schütteldauer zwischen der Messung  ≤ 30 sec  ≤ 30 sec 
Schüttelperiode/Zeitintervall  10  10 
Messzeit  ≤ 15 h  ≤ 30 h 
Auswertung 
Der Auswertezeitraum beginnt mit der Messung t0 unmittelbar nach Start des Tests. Der Aus‐
werteendpunkt ist erreicht, wenn die Bakterien sich in der stationären Phase befinden (ca. 10 h 
bei V. fischeri und 20 bis 30 h bei P. putida). Die Hemmung des bakteriellen Wachstums wird 
aus dem Wachstum der Kontrollen errechnet. Als Auswerteparameter wird das Biomasseinteg‐
ral  verwendet.  Die  anschließende  Probitanalyse  nach  Finney  [1964]  liefert  EC50‐Werte  bzw. 
EL50‐Werte mit 95 %‐Konfidenzintervallen (siehe Kap. 2.4.1). 
Gültigkeitskriterien 
? Vibrio fischeri: Die Ausgangstrübung  im Kontrollansatz  (FNU = 10) muss  sich  innerhalb 
der Testzeit um mindestens das 10‐fache erhöhen. 
? Pseudomonas putida: Die Ausgangstrübung im Kontrollansatz (FNU = 5) muss sich inner‐
halb der Testzeit um mindestens das 60‐fache erhöhen. 
2.4.5 Fischeitest mit Danio rerio 
Die Durchführung des Fischeitests erfolgt  in Anlehnung an DIN 38415‐6 [2001] und  ISO 15088 
[2007]. Testkriterium ist die Entwicklung von befruchteten Fischeiern nach 48 h, da diese durch 
toxische Stoffe beeinträchtigt wird. Als Testmaterial dienen Eier des Zebrabärblings Danio rerio 
(Abbildung 2‐7). Als Schädigung gelten der Tod der Embryonen sowie definierte Störungen der 
Embryonalentwicklung, die zum Tod führen. 
M A T E R I A L   U N D   M E T H O D E N  
 
48 
 
Abbildung 2‐7:  Normalentwicklung eines befruchteten Fischeis nach 48 h [Quelle: Dr. T.‐B. Seiler, Insti‐
tut für Umweltforschung, ESA, RWTH Aachen] 
Als Testsubstanzen werden beispielhaft die 100 g/l‐Eluate sowie die einzeln eluierten Konzent‐
rationen von 0,1 g/l bis 100 g/l des Ölgemisches vor und nach tribologischer Anwendung aus‐
gewählt. Der  Fischeitest wird  vom  Institut  für Umweltforschung,  Lehr‐ und  Forschungsgebiet 
Ökosystemanalyse  (ESA) der RWTH Aachen durchgeführt. Die Testdurchführung erfolgt  in 24‐
Well‐Mikrotiterplatten  (TPP, Zürich,  Schweiz). Als Verdünnungswasser wird  Standard‐Verdün‐
nungswasser (294,0 mg/l CaCl2·2 H2O; 123,3 mg/l MgSO4·7 H2O; 63,0 mg/l NaHCO3 und 5,5 mg/l 
KCl  (alle Sigma‐Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)) nach  ISO 7346‐3  [1996] verwendet. Je Ver‐
dünnungsstufe werden mindestens 10 befruchtete und manuell vorselektierte Eier einzeln in je 
2 ml Verdünnungsansatz exponiert. Des Weiteren wird ein externer Kontrollansatz mit 40 Eiern 
in Verdünnungswasser (Negativkontrolle) sowie ein Ansatz mit 20 Eiern in 3,4‐Dichloranilin (Po‐
sitivkontrolle) hergestellt. Die Mikrotiterplatten werden mit selbstklebender Folie  (Nunc, Ros‐
kilde, Dänemark) verschlossen und bei 26 ± 1 °C für 48 h inkubiert. 
Auswertung 
Nach 48 h werden die Embryonen mikroskopisch auf toxikologische Endpunkte untersucht und 
die Summe der  toten Embryonen ermittelt. Ein Embryo gilt dabei als  tot, wenn einer der  fol‐
genden letalen Effekte auftritt: 
? Koagulation 
? keine Somiten angelegt 
? Schwanz nicht vom Dotter abgelöst 
? kein Herzschlag vorhanden 
Die  gewonnenen  Rohdaten werden  als  LL50‐Werte mit  Hilfe  der  Software  GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) über sigmoidale Dosis‐Wirkungskurven mit variabler 
Steigung (Regressionsmodell) bestimmt. 
Gültigkeitskriterien 
? Die Befruchtungsrate der Eier vor Beginn der Selektion muss > 70 % sein. 
? In der externen Negativkontrolle müssen innerhalb des Testzeitraums von 48 h mindes‐
tens 90 % der Embryonen überleben. 
? Die Mortalität in der Positivkontrolle sollte > 10 % betragen. 
Auge 
Perikard 
Dotter 
Somiten 
Schwanz abgelöst 
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2.4.6 Auswertung mit ToxRat® 
Da die Auswertung mittels Probitanalyse nach Finney [1964] unter Verwendung der einfachen 
gewichteten Regression keine Beurteilung des Fits erlaubt, wird das Statistikprogramm ToxRat® 
Professional XT  (Version 2.10, ToxRat® Solutions GmbH 2001‐2010) ergänzend  im Algen‐ und 
Daphnientest angewendet. Unter Verwendung der Maximum‐Likelihood‐Regression  (Glättung 
der Mittelwerte), kann es zu  leichten Unterschieden  in den EL50‐Werten und Vertrauensberei‐
chen  zwischen den Ergebnissen nach  Finney  [1964] und den Ergebnissen der  Software  kom‐
men. Um zu überprüfen, ob alle Koeffizienten einer multiplen Regression gleich Null sind, wird 
der F‐Test benutzt (F‐Test for regression). Als Prüfwert des F‐Tests wird der F‐Wert berechnet, 
welcher unter der Nullhypothese (H0) einer F‐Verteilung (Chi‐Quadrat‐Verteilung) mit Freiheits‐
graden  gehorcht.  Das  Signifikanzniveau  ist mit  α = 0,05  festgelegt.  Die  Beurteilung  des  Fits 
(Goodness of Fit) erfolgt über Chi2 und p(Chi2). Je besser der Fit, desto kleiner ist Chi2 und grö‐
ßer p(Chi2). Die Signifikanz der Steigung (= Konzentrations‐Response) wird über den F‐Wert und 
den p(F)‐Wert beurteilt. Der p(F)‐Wert sollte ≤ 0,05 sein. Des Weiteren muss geprüft werden, 
inwieweit die Wahl einer anderen Funktion (Logit oder Weibull) einen besseren Fit ermöglicht. 
Dies kann zu engeren Konfidenzintervallen im Algen‐ und Daphnientest führen. 
2.5 Biologische  Testverfahren  zur  Erfassung  des  genotoxischen  und  mutagenen    
Potentials 
2.5.1 umu‐Test 
Die  genotoxische  Wirkung  von  Testsubstanzen  auf  Mikroorganismen  wird  mit  Hilfe  des 
umu‐Tests  in Anlehnung an DIN 38415‐3  [1996] bestimmt. Als Testorganismus dient das gen‐
technisch veränderte Bakterium Salmonella choleraesius subspec choleraesius TA1535/pSK1002 
(früher: Salmonella typhimurium). Die Bestimmung des genotoxischen Potentials erfolgt durch 
die  Ermittlung  der  Aktivität  des  Reparaturgens  umuC,  das  Bestandteil  des  SOS‐Reparatur‐
systems  ist. Da das umuC‐Gen mit dem  lacZ‐Gen für die ß‐Galaktosidase gekoppelt  ist, erfolgt 
die  Messung  der  Induktionsrate  des  umuC‐Gens  durch  die  Bestimmung  der  Galaktosidase‐
Aktivität.  Dabei  wird  der  Umsatz  von  o‐Nitrophenyl‐ß‐D‐galactopyranosid  (ONPG)  durch 
ß‐Galaktosidase  photometrisch  quantifiziert.  Die  Ergebnisse  des  Tests  können  nicht  auf 
Eukaryonten übertragen werden, da dem bakteriellen Organismus die metabolisierenden En‐
zyme  fehlen. Durch  den  Einsatz  von  Enzymen  der  Rattenleber  (S9‐Mix)  kann  allerdings  eine 
metabolische Aktivierung durchgeführt werden und somit eukaryontische Stoffwechselleistun‐
gen simuliert werden. Jeder Test wird daher in zwei Ansätzen mit und ohne metabolische Akti‐
vierung durchgeführt. 
Geräte und Materialien 
? Inkubationsschüttler  (G24  Environmental  Incubator  Shaker,  New  Brunswick  Scientific 
Co., INC., Edison, N.J., USA) 
? Spectrophotometer (550 SE UV/VIS, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 
? Vibrationsschüttler für Mikrotiterplatten (IKA‐Schüttler MTS 4, IKA® Werke GmbH & Co. 
KG, Staufen) 
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? Mikrotiterplatten‐Photometer  (Labsystems  iEMS‐Reader  MF,  Thermo,  Helsinki,  Finn‐
land) 
? Mikrotiterplatten  (96‐Well,  Cliniplates,  Labsystem,  Helsinki) mit  selbstklebender  Folie 
(Merlin Gesellschaft für mikrobiologische Diagnostica GmbH, Bornheim) 
Chemikalien und Lösungen 
Die verwendeten Chemikalien und Lösungen werden, wenn nicht anders angegeben,  im Rein‐
heitsgrad  p.A.  von  den  Firmen Merck  KGaA  (Darmstadt)  oder  Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH 
(München) bezogen und bei Raumtemperatur gelagert. 
1‐fach TGA‐Medium: 
10 g Bacto Trypton, 5 g NaCl und 11,9 g HEPES (242608, Roche, Mannheim) werden nacheinan‐
der  in  500 ml Millipore®‐Wasser  gelöst  und  auf  einen  pH‐Wert  von  7,0 ± 0,2  eingestellt.  2 g 
D(+)‐Glucose (wasserfrei) werden getrennt in 500 ml Millipore®‐Wasser gelöst. Beide Lösungen 
werden  autoklaviert  und  im  Verhältnis  1:1  steril  zusammengegeben.  Vor  Gebrauch werden 
100 µl einer 5%igen Ampicillinlösung zu 100 ml 1‐fach TGA‐Medium gegeben. 
10‐fach TGA‐Medium: 
10 g  Bacto  Trypton,  5 g  NaCl  und  11,9 g  HEPES  werden  nacheinander  in  50 ml  Millipore®‐
Wasser  gelöst und  auf einen pH‐Wert  von 7,0 ± 0,2 eingestellt. 2 g D(+)‐Glucose  (wasserfrei) 
werden getrennt  in 50 ml Millipore®‐Wasser gelöst. Beide Lösungen werden autoklaviert und 
anschließend  steril  zusammengegeben.  Vor  Gebrauch werden  1 ml  einer  5%igen  Ampicillin‐
lösung zu 100 ml 10‐fach TGA‐Medium gegeben. Die Lösung wird bei ‐20 °C aufbewahrt. 
Kofaktorlösung: 
Sie  entspricht  dem  10‐fach  TGA‐Medium  unter  weiterer  Zugabe  von  2,46 g  KCl  und  1,63 g 
MgCl2·6 H2O  zu  50 ml  10‐fach  TGA‐Medium.  Zusätzlich  werden  neben  100 µl  einer  5%igen 
Ampicillinlösung,  296 mg  NADP  (Roche  Diagnostics  GmbH,  Mannheim)  und  152 mg  Gluco‐
se‐6‐Phosphat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in 10 ml 10‐fach TGA‐Medium gelöst. Die 
Lösung wird bei ‐20 °C aufbewahrt. 
Phosphatpuffer: 
1,086 g Na2HPO4·2 H2O und 0,538 g NaH2PO4·H2O werden  in Millipore®‐Wasser gelöst und auf 
100 ml aufgefüllt. Der pH‐Wert muss 7,0 ± 0,2 betragen. Anschließend wird die Lösung autokla‐
viert und abgedunkelt aufbewahrt. 
B‐Puffer (Lyse‐ und Reaktionspuffer): 
20,18 g Na2HPO4·H2O, 5,5 g NaH2PO4·H2O, 0,75 g KCl und 0,25 g MgSO4·7 H2O werden in 800 ml 
Millipore®‐Wasser gelöst und auf einen pH‐Wert von 7,0 ± 0,2 eingestellt. Zusätzlich wird 1 g 
Dodecylsulfat, Natriumsalz (SDS) zugegeben und auf 1000 ml aufgefüllt und autoklaviert. 
Ampicillinlösung: 
5 g/l Ampicillin werden in Millipore®‐Wasser gelöst und anschließend steril filtriert. Die Lösung 
wird bei 4 °C aufbewahrt. 
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ONPG‐Lösung: 
45 mg ONPG werden in 10 ml Phosphatpuffer gelöst. Die Lösung wird dunkel bei ‐20 °C aufbe‐
wahrt. 
ß‐Mercaptoethanol: 
ß‐Mercaptoethanol wird im Verhältnis 1:3 mit Millipore®‐Wasser gemischt. 
Stopp‐Reagenz: 
105,99 g Na2CO3  (wasserfrei) werden  in Millipore®‐Wasser gelöst und auf 1000 ml aufgefüllt. 
Die Lösung wird abgedunkelt aufbewahrt. 
30%ige DMSO‐Lösung: 
3 ml  Dimethylsulfoxid  (DMSO) werden mit  7 ml Millipore®‐Wasser  gemischt.  Die  Lösung  ist 
4 Wochen haltbar.  
Referenzsubstanzen in DMSO: 
? umu‐Test ohne S9: 
5 mg  4‐Nitrochinolin‐N‐oxid  (4‐NQO)  werden  in  5 ml  DMSO  gelöst  und  auf  500 µg/l  mit 
30%iger DMSO‐Lösung verdünnt. 
? umu‐Test mit S9: 
5 mg 2‐Aminoanthracen  (2‐AA) werden  in 5 ml 100%igem DMSO gelöst und auf 2 mg/l mit 
30%iger DMSO‐Lösung verdünnt. 
Die Referenzsubstanzen werden jeweils als 120 µl Aliquote bei ‐80 °C aufbewahrt. 
S9‐Fraktion (S9‐Mix): 
Die S9‐Mikrosomen‐Fraktion ist mit Arochlor 1254 induziert (Trinova Biochem GmbH, Gießen). 
Der S9‐Mix wird bei ‐80 °C aufbewahrt. 
Testdurchführung 
TESTKULTURANSATZ 
In einer autoklavierten 100 ml Duran Glasflasche werden 17 ml 1‐fach TGA‐Medium mit 0,5 ml 
kryokonservierten Bakterien  angeimpft. Dieser Ansatz wird bei 37 °C  im  Inkubationsschüttler 
für ca. 2 h bis zu einer Bakteriendichte von 340‐350 FNU inkubiert. Die optische Dichte wird im 
Spectrophotometer bei 578 nm in einer 1 cm Küvette gegen 1‐fach TGA‐Medium gemessen. 
TESTANSATZ IN 96‐WELL‐MIKROTITERPLATTEN 
Für den Test werden drei unterschiedlich bestückte 96‐Well‐Mikrotiterplatten angesetzt. 
? A‐Platte: Exposition gegenüber den Proben 
? B‐Platte: Wachstumsförderung und Verdünnung der Proben 
? C‐Platte: Bestimmung der ß‐Galaktosidase‐Aktivität 
Pro  Platte werden  zwei Ansätze  jeweils mit  und  ohne metabolische Aktivierung  erstellt. Die 
Verdünnung  des  Testgutes  wird  auf  der  Mikrotiterplatte  vorgenommen.  Das  Verdünnungs‐
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schema für drei Proben sowie die Belegung der A‐Platte ist in Abbildung 2‐8 schematisch darge‐
stellt. Die Proben sind über die Reihen A‐F in jeweils drei Parallelen dual verdünnt. 
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
A  1:1,5 (Probe 1)  1:3  1:6  1:12 
B  1:24  1:48  1:96  1:192 
C  1:1,5 (Probe 2)  1:3  1:6  1:12 
D  1:24  1:48  1:96  1:192 
E  1:1,5 (Probe 3)  1:3  1:6  1:12 
F  1:24  1:48  1:96  1:192 
G  Wachstumskontrollen 
H  Positivkontrollen  Negativkontrollen  Leerwerte 
Abbildung 2‐8:  Belegung der A‐Platte für den umu‐Test 
Auf den A‐Platten erfolgt die Exposition der Bakterien gegenüber der Probe. Auf einer ersten 
Platte wird der Ansatz ohne  S9‐Mix  (Tabelle  2‐16),  auf  einer  zweiten der Ansatz mit  S9‐Mix 
durchgeführt. Hierfür werden 7,5 ml Bakterienkultur mit 225 µl S9‐Mix versetzt. 
Tabelle 2‐16:  Pipettierschema  [µl] zur Bestückung der Wells der A‐Platte ohne S9‐Mix  für den umu‐
Test; WK = Wachstumskontrolle, PK = Positivkontrolle, NK = Negativkontrolle 
  Probe  WK  PK  NK  Leerwert 
Testansatz  180   ‐  ‐  ‐  ‐ 
10‐fach TGA  20  20  20  20  20 
1‐fach TGA  ‐  ‐  ‐  ‐  70 
Testkultur  70  70  70  70  ‐ 
Millipore®‐Wasser  ‐  180  153  153  180 
DMSO (30 %)  ‐  ‐  ‐  27  ‐ 
4‐NQO  ‐  ‐  27  ‐  ‐ 
Die Mengenangaben für die Bestückung der A‐Platte mit S9‐Mix sind zur A‐Platte ohne S9‐Mix 
identisch. Es wird  lediglich das 10‐fach TGA‐Medium durch die Kofaktorlösung ersetzt und für 
4‐NQO die Referenzsubstanz 2‐AA verwendet. Mit der Zugabe der Testkultur startet der Test. 
Die  A‐Platten  werden  mit  selbstklebender  Folie  verschlossen  und  für  2 h  bei  37 °C  und 
600 U/min auf einem Vibrationsschüttler inkubiert. Vor und nach der Inkubation wird die Bak‐
teriendichte  im Mikrotiterplatten‐Photometer mit  den Messparametern  in  Tabelle  2‐17  be‐
stimmt. 
Bei der Vorbereitung der B‐Platten werden  in  jedes Well 270 µl 1‐fach TGA‐Medium vorgelegt 
und auf 37 °C vortemperiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit der A‐Platten werden aus  je‐
dem Well  der  A‐Platten  30 µl  in  das  entsprechende Well  auf  den  B‐Platten  überführt.  Die 
B‐Platten werden abgeklebt und unter Schütteln  für 2 h bei 37 °C und 600 U/min zur Wachs‐
tumsförderung der Bakterien inkubiert. Danach wird die Bakteriendichte auf den B‐Platten be‐
stimmt (Tabelle 2‐17). 
Die C‐Platten werden vor Ablauf der Inkubation der B‐Platten vorbereitet. Hierfür werden 25 ml 
B‐Puffer mit 270 µl ß‐Mercaptoethanol gemischt und 120 µl davon  in  jedes Well der C‐Platten 
gegeben. Nach Messung der optischen Dichte der B‐Platten werden 30 µl aus  jedem Well der 
B‐Platten  in  die  entsprechenden Wells  der  C‐Platten  pipettiert.  Anschließend  werden  30 µl 
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ONPG zugefügt. Der Ansatz wird  für 30 min bei 28 °C  inkubiert um die Zellen aufzuschließen. 
Nach  Ablauf  der  Inkubationszeit  werden  zur  Hemmung  der  ß‐Galaktosidase  120 µl  Stopp‐
Reagenz zugefügt. Durch die ß‐Galaktosidase‐Aktivität bildet sich o‐Nitrophenol (gelb), dessen 
Intensität im Mikrotiterplatten‐Photometer gemessen wird (Tabelle 2‐17). 
Tabelle 2‐17:  Messparameter für die Messung der A‐, B‐, und C‐Platten im umu‐Test 
Messparameter  A‐Platte  B‐Platte  C‐Platte 
Temperatur  37 °C  37 °C  28 °C 
Filter  620 nm  620 nm  414 nm 
Schüttelfrequenz  1200 U/min  1200 U/min  1200 U/min 
Schütteln vor der Messung  10 sec  10 sec  10 sec 
Auswertung 
Der Genotoxizitätstest wird nach  ISO 13829  [2000] ausgewertet. Als Testkriterium gilt die  In‐
duktionsrate der ß‐Galaktosidase. Die  Induktionsrate wird aus der relativen Enzymaktivität er‐
mittelt. Das Wachstum der Bakterien wird dabei in Form des Wachstumsfaktors berücksichtigt. 
Entsprechend ISO 13829 [2000] gilt eine Probe als genotoxisch, wenn die Induktionsrate (IR) in 
einer  Verdünnungsstufe  mindestens  1,5  ist  und  der  Wachstumsfaktor  (WF)  dieser  Verdün‐
nungsstufe mindestens 0,5 beträgt. Eine Probe wird als nicht genotoxisch eingestuft, wenn mit 
und ohne metabolische Aktivierung  keine  IR ≥ 1,5  auftritt. Werden Wachstumsfaktoren < 0,5 
gefunden, wird die Probe als zytotoxisch gewertet. Als Ergebnis wird der DLI‐Wert angegeben. 
Dieser gibt die erste Verdünnungsstufe an, bei der die Induktionsrate < 1,5 und der Wachstums‐
faktor ≥ 0,5 unter Einhaltung aller Gültigkeitskriterien ist. Der DLI Wert wird für den Testansatz 
mit und ohne metabolische Aktivierung bestimmt. Der DLI‐Wert, der hierbei das größere geno‐
toxische Potential anzeigt, wird als Endergebnis für die Beurteilung des genotoxischen Potenti‐
als der Testsubstanz angegeben. 
2.5.2 Ames‐Fluktuationstest 
Der ursprünglich von Bruce Ames [Ames et al. 1975] eingeführte Salmonella‐Mikrosomen‐Test 
existiert  in  mehreren  Varianten.  Währen  der  konventionelle  Ames‐Test  nach  DIN  38415‐4 
[1999]  auf  Agarplatten  durchgeführt  wird,  wird  der  Ames‐Fluktuationstest  in  384‐Well‐
Mikrotiterplatten  in  Flüssigagar  nach  ISO/DIS  11350  [2010]  durchgeführt.  Als  Maß  für  die 
Mutagenität einer Testsubstanz wird die Anzahl der nach 48 h auszählbaren Bakterienkolonien 
(Revertanten)  bestimmt.  In  den  Ames‐Fluktuationstest werden  nur WSF  von  Schmierstoffen 
eingesetzt, die im umu‐Test genotoxisches bzw. zytotoxisches Potential zeigen. 
Das Prinzip der Bestimmung der mutagenen Wirkung beruht auf der Fähigkeit der  im Testgut 
vorhandenen  Substanzen,  Reversionen  einfach  auxotropher  Mutanten  hin  zur  Prototrophie 
induzieren  zu  können.  Für  den  Test  werden  Histidin‐Mangelmutanten  von  Salmonella 
typhimurium eingesetzt, die generell nicht  in der Lage sind,  in histidinfreiem Nährmedium zu 
wachsen. Unter  Einwirkung mutagener  Substanzen  kann  es  jedoch  zu Mutationen  kommen, 
welche  die  Bakterien wieder  dazu  befähigen,  die Aminosäure Histidin  zu  synthetisieren  und 
somit wieder in histidinfreiem Medium zu wachsen. Da diverse Mutanten mit unterschiedlicher 
Spezifität auf verschiedene Mutagene reagieren, ist der Einsatz von mehreren Teststämmen für 
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die  Erkennung  der  zahlreichen  unterschiedlichen  Substanzklassen  von Mutagenen  entschei‐
dend. Es werden Histidin‐defiziente Mutantenstämme von Salmonella typhimurium LT2 einge‐
setzt, welche Punktmutationen (Basenpaarsubstitutionen und Frameshiftmutationen) erfassen. 
Der Testorganismus TA 100 enthält als Markermutation die Basenpaarsubstitution hisG46, der 
Stamm TA 98 enthält den Frameshiftmarker des +2‐Typs hisD3052. Durch Zugabe eines mikro‐
somalen Aktivierungssystems  aus  der Rattenleber  (S9‐Mix)  können  eine Reihe weiterer  Sub‐
stanzen  in  ihre aktive, mutagene  Form überführt werden, wodurch ein wichtiger Aspekt des 
Säuger‐Metabolismus in den in vitro‐Test integriert wird. In histidinfreiem Medium können nur 
Revertanten physiologisch aktiv sein. Durch den Nährstoffverbrauch der Revertanten kommt es 
zu  einer  immer  stärkeren  Ansäuerung  des Mediums  und  somit  zu  einem  Farbumschlag  von 
purpurn zu gelb bei einem pH‐Wert < 5,2. 
Geräte und Materialien 
? Inkubationsschüttler  (G24  Environmental  Incubator  Shaker,  New  Brunswick  Scientific 
Co., INC., Edison, N.J., USA) 
? Spectrophotometer (550 SE UV/VIS, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 
? Mikrotiterplatten‐Photometer  (TECAN  SPECTRAFluor  Plus,  Tecan  Group  Ltd., Männe‐
dorf, Schweiz) 
? Vibrationsschüttler für Mikrotiterplatten (Titramax 1000, Heidolph Instruments GmbH & 
Co. KG, Schwabach) 
? Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 
? 24‐Well‐Mikrotiterplatten (24‐Well‐Gewebekulturplatten, Greiner GmbH, Solingen) 
? 384‐Well‐Mikrotiterplatten (PS Microplate, 384‐Well, Greiner GmbH, Solingen) 
? Spritzenvorsatzfilter, Porenweite 0,22 μm (Millex®GP, Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, 
Ireland) 
Chemikalien und Lösungen 
Die verwendeten Chemikalien und Lösungen werden, wenn nicht anders angegeben,  im Rein‐
heitsgrad  p.A.  von  den  Firmen Merck  KGaA  (Darmstadt)  oder  Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH 
(München) bezogen und bei Raumtemperatur gelagert. 
Kaliumchlorid‐Lösung (KCl‐Lösung): 
74,56 g KCl werden in 1 L Aqua bidest. gelöst und autoklaviert. 
Magnesiumchlorid‐Lösung (MgCl2‐Lösung): 
50,83 g MgCl2 werden in 1 L Aqua bidest. gelöst und autoklaviert. 
Glukose‐6‐Phosphat‐Lösung (G‐6‐P‐Lösung): 
0,68 mg G‐6‐P (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) werden in 10 ml Aqua bidest. gelöst und 
steril filtriert. Die Lösung wird als 200 µl Aliquote bei ‐20 °C aufbewahrt. 
NADP‐Lösung: 
0,31 g NADP  (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) werden  in 10 ml Aqua bidest. gelöst und 
steril filtriert. Die Lösung wird als 300 µl Aliquote bei ‐20 °C aufbewahrt. 
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Phosphatpuffer: 
? Lösung 1: 14,39 g NaH2PO4 (wasserfrei) werden in 600 ml Aqua bidest. gelöst. 
? Lösung 2: 28,39 g Na2HPO4 (wasserfrei) werden in 1 L Aqua bidest. gelöst. 
Lösung 1 wird mit Lösung 2 so gemischt, dass sich ein pH‐Wert von 7,4 einstellt. Anschließend 
wird die Lösung autoklaviert. Der Phosphatpuffer wird abgedunkelt aufbewahrt. 
30%ige S9‐Fraktion (S9‐Mix): 
Pro  Testansatz  auf  einer  24‐Well‐Mikrotiterplatte  werden  16,5 µl KCl‐Lösung,  16 ml  MgCl2‐
Lösung,  12,5 µl  G‐6‐P‐Lösung,  50 µl  NADP‐Lösung,  250 µl  Phosphatpuffer  und  150 µl  S9‐
Fraktion  (ICN, Kalifornien, USA)  zusammengegeben und  auf 500 µl mit  sterilem Aqua bidest. 
aufgefüllt. Die 30%ige S9‐Fraktion wird für jeden Test frisch angesetzt und bis zu ihrem Einsatz 
auf Eis gelagert. 
Bromkresolpurpur‐Lösung: 
51 mg Bromkresolpurpur werden in 30 ml Aqua bidest. gelöst. 
D‐Biotin‐Lösung: 
12,2 mg D‐Biotin werden in 100 ml Aqua bidest. gelöst und aufgekocht und anschließend steril 
filtriert. Die Lösung wird als 10 ml Aliquote bei ‐20 °C aufbewahrt. 
Reversions‐Indikator‐Medium: 
? Lösung 1:  
0,4 g MgSO4·7 H2O, 4,0 g Citratmonohydrat, 20,0 g K2HPO4 und 7,0 g NaNH4HPO4·4 H2O werden 
nacheinander in 950 ml Aqua bidest. gelöst und auf 1000 ml aufgefüllt. Nach Zugabe von 30 ml 
Bromkresolpurpur‐Lösung wird die Lösung auf zwei 1 L Duran®‐Glasflaschen verteilt und auto‐
klaviert. 
? Lösung 2: 
8,0 g D‐Glucose  (wasserfrei) werden  in 750 ml Aqua bidest. gelöst und auf 800 ml aufgefüllt. 
Jeweils 400 ml werden in 1 L Duran®‐Glasflaschen überführt und autoklaviert. 
Nach dem Abkühlen werden 515 ml der Lösung 1 mit 400 ml der Lösung 2 vermischt und 20 ml 
D‐Biotin‐Lösung zugegeben. Das Medium wird abgedunkelt aufbewahrt. 
L‐Histidin‐Lösung: 
50 mg L‐Histidin werden  in 50 ml Aqua bidest. gelöst und anschließend  steril  filtriert. Die Lö‐
sung wird als 1,5 ml Aliquote bei ‐20 °C aufbewahrt. 
Wachstums‐Medium: 
25 g Nutrient broth No 2 (Oxoid, Wesel) werden in 1 L Aqua bidest. gelöst und der pH‐Wert auf 
7,5 ± 0,1  eingestellt.  Anschließend  wird  das  Medium  autoklaviert  und  in  20 ml  Portionen 
bei ‐20 °C eingefroren. 
1‐fach Exposure‐Medium: 
0,2 g  MgSO4·7 H2O,  2,0 g  C6H8O7·H2O,  10,0 g  K2HPO4,  3,5 g  NaNH4HPO4·4 H2O  und  4,0 g 
D‐Glucose  (wasserfrei) werden  nacheinander  in  900 ml Aqua  bidest.  gelöst  und  auf  1000 ml 
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aufgefüllt. Der pH‐Wert wird auf 7,0 ± 0,2 eingestellt, die Lösung steril filtriert und pro 100 ml 
0,6 ml D‐Biotin‐Lösung und 0,1 ml L‐Histidin‐Lösung zugegeben. Das Medium wird bei 4 °C auf‐
bewahrt. 
10‐fach Exposure‐Medium: 
0,2 g MgSO4·7 H2O,  2,0 g  C6H8O7·H2O,  10,0 g  K2HPO4,  3,5 g  NaNH4HPO4·4 H2O  und  4,0 g 
D‐Glucose (wasserfrei) werden nacheinander in 70 ml Aqua bidest. gelöst und auf 93 ml aufge‐
füllt. Der  pH‐Wert wird  auf  7,0 ± 0,2  eingestellt,  die  Lösung  steril  filtriert  und  6 ml D‐Biotin‐
Lösung und 1 ml L‐Histidin‐Lösung zugegeben. Das Medium wird bei 4 °C aufbewahrt. 
Ampicillinlösung: 
Es werden 500 mg Ampicillin  in 10 ml Aqua bidest. gelöst und anschließend steril  filtriert. Die 
Lösung wird als 50 µl Aliquote bei ‐20 °C aufbewahrt. 
Referenztoxen: 
Von jeder Referenztoxe wird eine Stocklösung, die 1 mg/ml der entsprechenden Substanz ent‐
hält, angesetzt. Es werden  je Referenztoxe 10 ml  in 100%igem DMSO gelöst und anschließend 
als 50 µl Aliquote bei ‐80 °C eingefroren. 
? 4‐Nitro‐o‐phenylendiamin (4‐NOPD) 
? Nitrofurantoin (NF) 
? 2‐Aminoanthracen (2‐AA) 
Testdurchführung für wässrige Proben 
Der gesamte Testablauf muss unter sterilen Bedingungen durchgeführt werden. 
ÜBERNACHTKULTUR 
Für die Bakterienstämme TA 98 und TA 100 wird jeweils eine Übernachtkultur angesetzt. Hier‐
für werden  in  100 ml Duran®‐Glasflaschen  20 ml Wachstumsmedium mit  20 µl  einer  5%igen 
Ampicillinlösung und 20 µl der Bakterien‐Kryokonserve versehen. Die  Inkubation erfolgt  im  In‐
kubationsschüttler  bei  37 °C  für maximal  10 h. Die Messung  der  optischen Dichte  erfolgt  im 
Photometer bei 595 nm mit einer 1:10 Verdünnung der Übernachtkultur. Als Verdünnungsme‐
dium sowie als Nullabgleich  für das Photometer wird Wachstumsmedium verwendet. Danach 
sollte ein FAU‐Wert, unter Berücksichtigung der Verdünnung, von 180 für TA 98 und von 45 für 
TA 100 erreicht sein. Die notwendige Bakteriendichte wird mit 1‐fach Exposure‐Medium einge‐
stellt. Die Bakterienverdünnung für den Test wird nach Formel 2‐1 hergestellt. 
Formel 2‐1:  Voladd ൌ ሺVolculture · dሻ െ  Volculture 
d    Verdünnungsfaktor für TA 98 bzw. TA 100 
Voladd    Volumen des zugegebenen 1‐fach Exposure‐Mediums [ml] 
Volculture  Volumen der unverdünnten Übernachtkultur [ml] 
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VORBEREITUNG DER PROBEN UND POSITIVKONTROLLEN 
Die Proben müssen  vor dem  Einsatz  im  Test mit  Spritzenfiltern  steril  filtriert werden.  Je  ein 
50 µl Aliquot der Referenzsubstanzen wird für den Testeinsatz als Positivkontrolle in folgenden 
Verhältnissen weiter mit DMSO verdünnt: 
? 4‐NOPD für Testansatz mit TA 98 ohne S9:    1:2 
? NF für Testansatz mit TA 100 ohne S9:    1:80 
? 2‐AA für Testansatz mit TA 98 mit S9:    1:200 
? 2‐AA für Testansatz mit TA 100 mit S9:    1:50 
AMES‐FLUKTUATIONSTEST 
Die  Exposition der Bakterienstämme mit den wässrigen  Extrakten erfolgt  auf 24‐Well‐Mikro‐
titerplatten. Auf einer Platte können 6 Konzentrationen einer Probe (V1‐V6) bis zu 80 % in drei 
Parallelen mit einem Bakterienstamm mit oder ohne metabolische Aktivierung getestet wer‐
den. Die Belegung der Mikrotiterplatten ist in Abbildung 2‐9 schematisch dargestellt. 
  1  2  3  4  5  6 
A  NK  V3  NK  V3  NK  V3 
B  V6  V2  V6  V2  V6  V2 
C  V5  V1  V5  V1  V5  V1 
D  V4  PK  V4  PK  V4  PK 
Abbildung 2‐9:  Belegung  der  24‐Well‐Mikrotiterplatten  für  den  Ames‐Fluktuationstest;  NK = Negativ‐
kontrolle, PK = Positivkontrolle, V1‐V6 = Testansatz 
Die Zusammensetzung der Negativkontrolle, der Positivkontrolle und des Testansatzes V1 (ent‐
spricht 80 %)  ist  in Tabelle 2‐18 dargestellt. Für den Testansatz mit metabolischer Aktivierung 
wird zu jedem Ansatz noch 34 µl S9‐Mix zugegeben. 
Tabelle 2‐18:  Pipettierschema  [µl] zur Bestückung der Wells  für den Ames‐Fluktuationstest mit Test‐
ansatz TA 98 ohne S9  
  Negativkontrolle  Positivkontrolle  Testansatz V1 
10‐fach Exposure‐Medium  100  100  100 
Übernachtkultur TA 98  100  100  100 
steriles Aqua bidest.  800  780  ‐ 
Probe  ‐  ‐  800 
4‐NOPD  ‐  20  ‐ 
Nach Zugabe der Bakteriensuspension  in der A‐Platte werden die Ansätze  für 100 min auf ei‐
nem Vibrationsschüttler im Brutschrank bei 37 ± 1 °C und 150 U/min inkubiert. Für den Testan‐
satz TA 98 mit und ohne metabolische Aktivierung erfolgt zusätzlich die Messung der Zytotoxizi‐
tät vor der  Inkubation  (t = 0)  im Mikrotiterplatten‐Photometer bei einer optischen Dichte von 
595 nm.  Nach  Ablauf  der  Inkubationszeit  werden  in  einer  zweiten  24‐Well‐Platte  (B‐Platte) 
2,5 ml Reversions‐Indikator‐Medium in jedes Well vorgelegt. Danach werden 500 µl aus jedem 
Well der A‐Platte in die B‐Platte überführt. Mit dem Restvolumen in der A‐Platte wird die Zyto‐
toxizität (t = 100) für den Testansatz TA 98 gemessen. Das Volumen  jedes einzelnen Wells der 
B‐Platte wird anschließend  in 48 Wells einer 384‐Well‐Mikrotiterplatte  (C‐Platte)  in 50 µl Ali‐
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quoten übertragen  (Abbildung 2‐10). Für  jede Parallele auf der 24‐Well‐Platte wird eine 384‐
Well‐Platte benötigt. Die C‐Platten werden für 48 h im Brutschrank bei 37 ± 1 °C ohne Schütteln 
inkubiert. 
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23  24 
A 
Negativkontrollen  V3 
B 
C 
D 
E 
V6  V2 
F 
G 
H 
I 
V5  V1 
J 
K 
L 
M 
V4  Positivkontrollen 
N 
O 
P 
Abbildung 2‐10:  Übertragungsschema einer Parallele  im Ames‐Fluktuationstest von der 24‐Well‐Platte 
auf die 384‐Well‐Platte; V1‐V6 = Testansatz 
Auswertung 
Wenn  sich  nach  48 h  Reversionen  ereignet  haben,  findet  ein  Farbumschlag  des  Reversions‐
Indikator‐Mediums von purpurn zu gelb statt. Es werden die gelben Wells  in der Negativ‐ und 
Positivkontrolle und den Probenverdünnungen ausgezählt. Es wird  jeweils der Mittelwert aus 
den  drei  Parallelen  zur  Auswertung  herangezogen.  Eine  Probe wird  als mutagen  gegenüber 
dem jeweiligen Bakterienstamm mit oder ohne metabolische Aktivierung eingestuft, wenn der 
positive Umschlag  signifikant  über  dem  der Negativkontrolle  liegt  und  eine Dosis‐Wirkungs‐
Beziehung ersichtlich ist. 
Es erfolgt eine Ermittlung der NOEC/LOEC mit dem Statistikprogramm ToxRat® unter Anwen‐
dung  der  Varianzanalyse.  Bei  Normalverteilung  und  Gleichheit  der  Varianzen  wird  der 
Bonferroni‐Chi2‐Test durchgeführt. Die Mittelwerte der einzelnen Konzentrationen werden  in 
einen  z‐Wert  transformiert. Vor  der Datenerhebung wird  eine maximale  Irrtumswahrschein‐
lichkeit festgelegt (Signifikanzniveau α). Ist der berechnete p(z)‐Wert kleiner als das festgelegte 
Signifikanzniveau (α = 0,05), so liegt statistische Signifikanz zum Niveau α vor. Der p‐Wert ist die 
Wahrscheinlichkeit dafür, dass  sich die Daten wie beobachtet  realisieren,  falls  in Wirklichkeit 
die „Nullhypothese“ H0 (kein Effekt) mit p(z) > α zutrifft [Bender und Lange 2007]. 
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BERECHNUNG DER ZYTOTOXIZITÄT 
Die Berechnung der Zytotoxizität erfolgt nach folgender Formel: 
Formel 2‐2:  CT ൌ 100 െ  100 ቀ Stൌ100 ିStൌ0
NCtൌ100 ିNCtൌ0
ቁ 
CT    Zytotoxizität [%] 
S    OD595 der Probe 
NC    OD595 der Negativkontrolle 
t = 0    Anfangswert von t = 0 min 
t = 100   Endwert von t = 100 min 
Gültigkeitskriterien 
? Die Negativkontrolle muss zwischen ≥ 0 und ≤ 10 Wells  innerhalb einer 48‐Well‐Fläche 
für TA 98 (±S9) und TA 100 (±S9) liegen. 
? Die Positivkontrolle muss bei ≥ 25 Wells  innerhalb einer 48‐Well‐Fläche für TA 98 (±S9) 
und TA 100 (±S9) liegen. 
2.6 Analytische Testverfahren 
2.6.1 Bestimmung der aeroben biologischen Abbaubarkeit 
Die  Abbaubarkeit  der  Schmierstoffe  wird  mit  dem  von  Hahn  [2003]  entwickelten  O2/CO2‐
Headspace Test, einer Kombination der Standardtestverfahren  ISO 10708  (BODIS‐Test)  [1997] 
und ISO 14593 (CO2‐Headspacetest) [1999] bestimmt. Dabei wird die vollständige aerobe Mine‐
ralisation der Testsubstanz bestimmt. Aus der verbrauchten Menge Sauerstoff kann man den 
biologischen Sauerstoffbedarf  (BSB) bestimmen, so dass man aus dem Verhältnis von biologi‐
schem zu theoretischem Sauerstoffbedarf (BSB/ThSB) die aerobe biologische Abbaubarkeit in % 
erhält.  Das  Gleiche  gilt  für  die  Kohlenstoffdioxid‐Produktion  (CO2/ThCO2).  Die  theoretischen 
Werte  werden  aus  der  Summenformel  bzw.  der  Elementaranalyse  berechnet.  Nach  Gerike 
[1984] kann der ThSB einer Probe aus der elementaren Zusammensetzung berechnet werden. 
Für eine Substanz, die aus s % C, t % H, u % Cl, v % N, w % S, x % P, y % Na und z % O besteht, 
gilt bei vollständiger Mineralisation ohne Nitrifikation folgendes: 
Formel 2‐3:  ThSBNHయ ሾg Oଶ / g Substanzሿ ൌ
ଶ,଺଻ୱ ା ଼୲ – ଴,ଶଷ୳ – ଵ,଻ଵ୴ ା ଵ,ହ୵ ା ଵ,ଶଽ୶ ା ଴,ଷହ୷ ି ୸ 
ଵ଴଴
 
Die  theoretische  Kohlenstoffdioxidentwicklung  bei  vollständiger  Oxidation  des  enthaltenen 
Kohlenstoffs kann mit folgender Formel aus der Elementaranalyse berechnet werden: 
Formel 2‐4:  ThCOଶ ൣg COଶ / g Substanz൧ ൌ
MG COమ
MG C
 כ  % C כ  10ିଶ 
MG = Molekulargewicht 
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Als  Inokulum  dient  der  standardisierte  Naturboden  LUFA 2.2  (Landwirtschaftliche  Untersu‐
chungs‐ und Forschungsanstalt, Speyer). Die Zusammensetzung der Nährstofflösungen zur Her‐
stellung des Mineralmediums erfolgt nach ISO 10708 [1997] (Tabelle 2‐19). 
Tabelle 2‐19:  Zusammensetzung der Nährstofflösungen [g/l] zur Herstellung des Mineralmediums 
  Lösung 1  Lösung 2  Lösung 3  Lösung 4 
KH2PO4  8,5  ‐  ‐  ‐ 
K2HPO4  21,75  ‐  ‐  ‐ 
Na2HPO4·2 H2O  33,40  ‐  ‐  ‐ 
NH4Cl  0,5  ‐  ‐  ‐ 
CaCl2  ‐  27,5  ‐  ‐ 
MgSO4·7 H2O  ‐  ‐  22,5  ‐ 
FeCl3·6 H2O  ‐  ‐  ‐  0,25 
10 ml der Lösung 1 werden  zu 800 ml Millipore®‐Wasser gegeben und durchmischt, anschlie‐
ßend werden  jeweils 1 ml der Lösungen 2 bis 4 hinzu pipettiert und mit Millipore®‐Wasser auf 
1000 ml aufgefüllt. Die  Inkubationsflaschen werden mit 1,6 g Boden, dem entsprechenden Öl 
und 750 ml Mineralmedium befüllt. 2 g Boden/l ergeben ca. 107 KBE von Bakterien und Pilzen 
pro Liter Medium. Die Flaschen werden mit Brombutylstopfen  (Zscheile & Klinger, Hamburg), 
mit  Butylgummisepten  (N35B rot,  Macherey‐Nagel,  Düren)  und  Aluminiumlochkappen  ver‐
schlossen. 
Die Testsubstanzen, die Referenzsubstanz (Natriumbenzoat) und die Blindwerte werden in drei 
Parallelen  getestet.  Sauerstoff  und  Kohlenstoffdioxid  im  Gasraum  werden  gaschromatogra‐
phisch (PerkinElmer, Modell Autosystems, Norwalk, CT, USA) unter Verwendung eines Wärme‐
leitfähigkeitsdetektors mit einer CTR 1 Säule (Alltech GmbH, Unterhaching) bestimmt. Das Pro‐
bevolumen von 100 µl wird mit einer gasdichten Spritze (Type 1710 SL, Hamilton, Reno, Neva‐
da, USA) entnommen und injiziert. Die Analyse erfolgt bei folgenden Einstellungen: Ofentempe‐
ratur 40 °C  isotherm, Detektortemperatur 140 °C und ein Helium‐Gasfluss  (Reinheit: 5.0) von 
62,5 ml/min. Die Gasumsätze werden mindestens wöchentlich als Einfachmessung bestimmt. 
Vor jeder Messung wird das System mit den entsprechenden Prüfgasen kalibriert: 
Tabelle 2‐20:  Zusammensetzung der Prüfgase [Vol.‐%] 
Prüfgas  O2 (5.0)  CO2 (4.5)  N2 (5.0)  He (5.0) 
1  20,8  0,8  78,4  ‐ 
2  20,8  0,02  79,18  ‐ 
3  5  5  5  85 
4  17  10  73  ‐ 
Um Sauerstofflimitierungen während des Abbaus vorzubeugen, wird bei einem Partialdruck des 
Sauerstoffs kleiner 100 hPa mit einer 100 ml gasdichten Spritze (Type 100 MR‐VLLMA‐GT, SGE, 
Austin, Texas, USA,) Sauerstoff  (Linde AG, Düsseldorf) nachdosiert, so dass wieder ein Partial‐
druck von ca. 200 hPa vorliegt. Dies ist für sehr gut abbaubare Substanzen mit Abbauraten über 
70 %, wie die Referenzsubstanz  Natriumbenzoat, einmal innerhalb von 28 Tagen notwendig. 
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Die  Vergleichsmessung  zum  Sauerstoffanteil  erfolgt  über  den  Kohlenstoffdioxidanteil  in  der 
wässrigen Phase zur Bestätigung und Validierung der ermittelten Messwerte. Da Kohlenstoffdi‐
oxid bei pH‐Werten  im neutralen Bereich nahezu vollständig  in der wässrigen Phase gelöst  ist, 
wird es durch Ansäuern eines Aliquots des Ansatzes am Ende der  Inkubation  in die Gasphase 
ausgetrieben  und  gaschromatographisch  bestimmt. Der  nach  dem Ansäuern  im Medium  zu‐
rückbleibende CO2‐Gehalt wird mit Hilfe des Henryschen Gesetzes berechnet. Zur Bestimmung 
des CO2‐Gehaltes aus der flüssigen Phase werden mit einer gasdichten Spritze (Type 2.5 MDR‐
GT  mit  Ventil,  Type  VLL25/2.5,  SGE,  Austin,  Texas,  USA) mit  Einmalkanüle  (Miraject,  0,5  x 
42 mm) 2 ml Probe in ein 7 ml Reagenzglasröhrchen injiziert. Dieses ist über ein GL‐14‐Gewinde 
mit  einer  GL‐14‐Lochkappe  und  einem  Silikonseptum  (blue septa ½”,  Alltech,  Unterhaching,) 
gasdicht verschlossen. Anschließend wird zur Probe 1 ml 0,1‐m‐ortho‐Phosphorsäure durch das 
Septum hinzugegeben. Die so in zwei Parallelen angesäuerte Probe wird kräftig geschüttelt und 
30 min stehen gelassen, damit sich ein Gleichgewicht zwischen flüssiger und gasförmiger Phase 
einstellen  kann. Das  freigewordene  Kohlenstoffdioxid wird  anschließend, wie  der  Sauerstoff, 
durch die GC‐Headspacemessung bestimmt [Brinkmann 2006]. Die Wiederfindungsrate des CO2 
beträgt 99 ± 7 %. Die Bewertung der aeroben biologischen Abbaubarkeit erfolgt gemäß OECD 
301 [1992] bzw. OECD 310 [2006] nach folgenden Stufen: 
Tabelle 2‐21:  Bewertungsstufen der  aeroben  biologischen Abbaubarkeit nach OECD 301  [1992] und 
OECD 310 [2006] 
Stufe  Abbau  Bewertung 
1  60 % in 10 Tagen  schnell biologisch abbaubar 
2  60 % in 28 Tagen  gut biologisch abbaubar 
3  Abbauvorgänge  potentiell biologisch abbaubar 
4  ‐  nicht biologisch abbaubar 
2.6.2 Elementaranalyse 
Die Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff können direkt mit einem CHN‐Analysator 
bestimmt werden.  Die  zu  analysierende  Substanz wird  durch  oxidative  Verbrennung  aufge‐
schlossen. Der quantitative  Substanzaufschluss beruht  auf dem Prinzip der explosionsartigen 
Verbrennung  in mit Sauerstoff angereicherter Heliumatmosphäre  in einem mit Kupferoxid ge‐
füllten Verbrennungsrohr bei einer Temperatur von etwa 1000 °C. Bei der oxidativen Verbren‐
nung entstehen aus den Elementen C, H und N neben molekularem Stickstoff die Oxidations‐
produkte CO2, H2O, NO und NO2. Die Stickoxide werden an einem nachgeschalteten Redukti‐
onsrohr bei 500 °C quantitativ zu molekularem Stickstoff reduziert. Die so entstandene Gasmi‐
schung aus den Komponenten CO2, H2O und N2 wird zunächst einem Trennsystem, bestehend 
aus zwei Adsorptionssäulen, und danach einem Wärmeleitfähigkeitsdetektor zugeführt.  In der 
ersten Adsorptionssäule wird das Wasser, in der darauf folgenden das CO2 quantitativ aus dem 
Gasstrom  entfernt.  Der  zurückbleibende  Stickstoff  tritt mit  dem  Trägergas  Helium  als  erste 
Komponente  in die Wärmeleitfähigkeitsmesszelle ein. Ist die Messung des Stickstoffanteils be‐
endet, werden die beiden Adsorptionssäulen nacheinander erhitzt, so dass der Wärmeleitfähig‐
keitsmesszelle  zunächst das CO2 und dann das Wasser  zugeführt wird. Aus den  gemessenen 
Konzentrationen an CO2, H2O und N2 werden dann die prozentualen Gehalte an C, H und N der 
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Testsubstanz  berechnet.  Pro  Testsubstanz wird  der Mittelwert  aus  zwei  Parallelen  gebildet. 
Unter Vernachlässigung des Stickstoffs, dessen Gehalt  in der Regel unter 0,5 %  liegt, wird der 
Sauerstoffanteil nach Formel 2‐5 ermittelt. 
Formel 2‐5:  O ሾ%ሿ ൌ 100 – ሺC ሾ%ሿ ൅  H ሾ%ሿሻ 
Aus  diesen  Ergebnissen wird  der  theoretische  Sauerstoffbedarf  (ThSB)  und  die  theoretische 
Kohlenstoffdioxidproduktion (ThCO2) berechnet (siehe Formel 2‐3 und Formel 2‐4). Diese wer‐
den als Bezugsgrößen für den vollständigen Abbau der Testsubstanzen herangezogen. Die Un‐
tersuchungen werden am Institut für organische Chemie der RWTH Aachen an einem Elemen‐
taranalysator Vario  EL  (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau)  durchgeführt  [Brinkmann 
2006]. 
2.6.3 Bestimmung des gelösten organischen Kohlenstoffs (DOC) 
Die Menge an gelöstem organischen Kohlenstoff  (DOC = Dissolved Organic Carbon) wird nach 
DIN EN 1484  [1997]  als  DOC‐Wert  der wässrigen  Extrakte  bestimmt,  die  in  die  biologischen 
Testverfahren eingesetzt werden. Als Messgerät dient ein TOC‐Analysator, mit dem der gesam‐
te  Kohlenstoff  (TC = Total  Carbon)  und  der  gesamte  organische  Kohlenstoff  (TOC = Total 
Organic Carbon) gemessen wird. Durch Filtration der Probe erhält man definitionsgemäß den 
Anteil des gelösten Kohlenstoffs (DOC im Gegensatz zu TOC). Zur Bestimmung des DOC werden 
beim Direktverfahren  je nach Methode  (21 oder 22)  verschiedene Parameter unterschieden, 
die in folgender Tabelle aufgeführt sind: 
Tabelle 2‐22:  Parameter für Methode 21 und Methode 22 zur Ermittlung des DOC im Eluat 
Methode 
Messbereich 
[mg/l] 
Injektionsvolumen  Ansäuerung  Ausgasen  Reaktor 
21  5‐1000  100 µl  30 µl 20 % HCl  10 min mit O2  Kugelkatalysator
22  0,14‐5  400 µl  30 µl 20 % HCl  10 min mit O2  Platinwolle 
Geräte und Materialien 
? TOC‐Analysator Modell DIMATOC 100 (DIMATEC Analysentechnik GmbH, Essen), Einstel‐
lungen: Ofentemperatur 850 °C, Autosampler 20‐22 °C.  
? Probengefäße, Nutzvolumen 15 ml; Probenglasdeckel gebohrt; Probenglasabdeckungen 
Alu (DIMATEC Analysentechnik GmbH, Essen) 
? Acrodisc‐Spritzenvorsatzfilter  für  Ionenchromatographie,  Porenweite  0,45 μm,  Filter‐
membran: hydrophiles Polyethersulfon (Pall Gelman GmbH, Dreieich) und 10 ml Einmal‐
spritze 
? Standard: TOC‐Standard  (KHP,  stabilisiert) 1000 mg/l Kohlenstoff  (DIMATEC, Analysen‐
technik GmbH, Essen) 
ZUR ÜBERPRÜFUNG DER KALIBRIERUNG: 
? 1 ppm ؙ 100 µl TOC‐Standard in 100 ml Millipore®‐Wasser 
? 10 ppm ؙ 1000 µl TOC‐Standard in 100 ml Millipore®‐Wasser 
? 100 ppm ؙ 10 ml TOC‐Standard in 100 ml Millipore®‐Wasser 
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Messung und Auswertung 
Beim Direktverfahren wird die Probe vor der Messung angesäuert, um den anorganischen Koh‐
lenstoffanteil über Kohlensäure  in Kohlendioxid umzuwandeln. Das entstandene CO2 wird an‐
schließend über einen Inertgasstrom mit Sauerstoff ausgeblasen. Für jede Probe wird der TOC‐ 
bzw.  DOC‐Gehalt  durch  Injektion  mittels  Autosampler  je  nach  Probenmenge  5‐fach  oder 
10‐fach bestimmt. Die Ergebnisse beider Methoden werden  in mg/l DOC angegeben. Aus den 
Messwerten wird ein Mittelwert mit Standardabweichungen errechnet. 
Berechnung des wässrig verfügbaren Kohlenstoffgehaltes 
Um  den  löslichen  und  damit  verfügbaren  Kohlenstoffanteil  des  Ölgemisches  vor  und  nach 
tribologischer Anwendung zu bestimmen, werden die Ergebnisse der Elementaranalyse für Koh‐
lenstoff und der DOC‐Analytik verwendet. Die prozentuale Angabe für Kohlenstoff wird auf die 
entsprechende  Gesamtwaage  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des  Ölgemisches  von 
0,1‐100 g umgerechnet. Für die Quantifizierung des DOC  im Eluat wird angenommen, dass die 
gesamte Masse an gelöstem organischen Kohlenstoff in die wässrige Phase übergeht. Der wäss‐
rig verfügbare Kohlenstoffgehalt C in %, wird nach Formel 2‐6 berechnet, wodurch eine Aussage 
über die Wasserlöslichkeit der Schmierstoffe möglich wird. 
Formel 2‐6:  C ሾ%ሿ ൌ  DOC ሾ୥/୪ሿ
C ୧୫ Ö୪ ሾ୥/୪ሿ
 כ 100 
2.6.4 Bestimmung des Metallgehaltes mittels ICP‐MS 
Mittels Massenspektrometrie mit  induktiv gekoppeltem Plasma (ICP‐MS) wird der Analyt über 
ein  pneumatisches  Zerstäubersystem  in  eine  ICP‐Quelle  eingebracht  und  im  Plasma  bei  ca. 
7000 °C  ionisiert. Die  positiv  geladenen  Ionen werden  nach  ihrem Masse‐/Ladungsverhältnis 
getrennt und mit einem Sekundärelektronenvervielfacher detektiert. Das Verfahren wird einge‐
setzt,  um  durch  den  Abrieb  eingetragene Metalle  in  Schmierstoffen  (bzw. WSF)  nach  tribo‐
logischer Anwendung zu bestimmen. Die Bestimmung des Metallgehaltes erfolgt in Anlehnung 
an DIN EN ISO 17294‐2 [2005]. Folgende Elemente werden als Hauptbestandteile der beschich‐
teten und unbeschichteten Komponenten  in den Alterungsprüfständen gemessen: Kupfer  (Cu 
63), Blei (Pb 208), Eisen (Fe 54), Zink (Zn 64) und Zirkonium (Zr 91).  
Geräte und Kalibrierung 
? Mikrowellensystem Ethos 1600 (MLS GmbH, Leutkirch im Allgäu) 
? ICP‐MS ELAN DRC II (PerkinElmer SCIEX™, PerkinElmer, Waltham, MA, USA), Einstellun‐
gen: Plasma RF Power 1100 Watt, Plasmagas 15 l/min, Hilfsgas 1,1 l/min, Vernebelungs‐
gas 0,93 l/min 
? Kalibrierung mit wässrigen  Lösungen  von Merck  KGaA  (Darmstadt)  als Multielement‐
standards in folgenden Konzentrationen: 
− Cu, Pb und Zr: 0,02 ‐ 0,05 ‐ 0,08 ‐ 0,2 ‐ 0,5 ‐ 0,8 ‐ 2 ‐ 5 ‐ 8 ‐ 20 ‐ 50 ‐ 80 µg/l 
− Fe und Zn: 0,2 ‐ 0,5 ‐ 0,8 ‐ 2 ‐ 5 ‐ 8 ‐ 20 ‐ 50 ‐ 80 ‐ 200 ‐ 500 ‐ 800 µg/l 
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Die Schmierstoffe werden vor der Elementbestimmung mittels Mikrowellensystem oxidativ mit 
1 ml  internem Rhodiumstandard (1 µg/ml, Merck KGaA, Darmstadt), 5 ml Salpetersäure (65 %, 
Merck KGaA, Darmstadt) und 7 ml Wasserstoffperoxid (Merck KGaA, Darmstadt) in drei Paralle‐
len aufgeschlossen. Die Zeitdauer des Aufschlusses beträgt 45 min, wobei in den ersten 30 min 
die Ölprobe mit einem Temperaturgradienten auf 210 °C erhitzt wird. Nachdem die Temperatur 
erreicht ist, wird die Probe für weitere 15 min bei dieser Temperatur aufgeschlossen. Die wäss‐
rigen Extrakte werden 1:10 verdünnt und ohne weitere Probenaufbereitung direkt für die Mes‐
sung verwendet. 
Auswertung 
Aus der Kalibrierung ergibt sich unter Berücksichtigung der Verdünnung der jeweilige Metallge‐
halt für die gemessene Probe. 
Berechnung des wässrig verfügbaren Metallgehaltes 
Um den wässrig verfügbaren Anteil der Metalle aus dem Schmierstoff zu bestimmen, wird der 
Metallgehalt des 100 g/l‐Eluates und der Metallgehalt des Öls zueinander ins Verhältnis gesetzt 
[Werth 2006, Erlenkämper 2008]. Dazu müssen die Metallkonzentrationen im Öl [µg/g] auf die 
gesamte Öleinwaage  von  90 g  hochgerechnet werden,  um  die  Gesamtmasse  des  jeweiligen 
Metalls im Öl zu erhalten. Für die Quantifizierung des Metalls im Öl wird angenommen, dass die 
gesamte Masse an gelöstem Metall im Öl bei der Herstellung der WSF in die wässrige Phase mit 
einem  Volumen  von  900 ml  übergeht. Dementsprechend werden  die Metallkonzentrationen 
der  100 g/l‐Eluate  [µg/l]  in  die  Gesamtmassen  der  Metalle  umgerechnet,  die  in  900 ml 
Millipore®‐Wasser enthalten sind. Der wässrig verfügbare Metallgehalt MG in % wird nach fol‐
gender Formel ermittelt: 
Formel 2‐7:  MG ൌ
ቀ A
భబబబ
ቁ כ B
C כ D
 כ 100  
MG    wässrig verfügbarer Metallgehalt [%] 
A    Metallgehalt im 100 g/l‐Eluat [µg/l] 
B    Volumen Millipore®‐Wasser [ml] zur Herstellung von WSF  
C    Metallgehalt im Öl [µg/g] 
D    Öleinwaage [g] zur Herstellung von WSF 
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3 Ergebnisse 
Da eine geringe Alterungsstabilität  von  Schmierstoffen  zum erhöhten Rohstoffverbrauch und 
somit zu einer verschlechterten Ökobilanz führt, leitet sich daraus die Notwendigkeit öko‐ und 
genotoxikologischer Untersuchungen zum Alterungsverhalten biogener Hydraulik‐Schmierstof‐
fe (HEES) ab. In Abbildung 3‐1 sind die angewandten Methoden und die Untersuchungsstrate‐
gie für die Schmierstoffe von der Synthese aus NaWaRo (Kap. 3.1) bis zu  ihrer Alterung darge‐
stellt, wobei zwischen dem Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester (Kap. 3.2) und 
einer  komplexen Ester‐Mischung  (Kap. 3.3) unterschieden wird. Dabei werden  sämtliche um‐
weltrelevante Aspekte während der Synthese, des Gebrauchs und der Entsorgung der Schmier‐
stoffprodukte als auch ihrer Produktgemische berücksichtigt (siehe Abbildung 1‐11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3‐1:  Übersicht der angewandten biologischen und analytischen Testverfahren  zur Untersu‐
chung und Bewertung biogener Hydraulik‐Schmierstoffe  im Rahmen eines LCA mit Ver‐
weisen auf die entsprechenden Kapitel der einzelnen Komplexe im Ergebnisteil 
SCHMIERSTOFFSYNTHESE AUS NACHWACHSENDEN ROHSTOFFEN (KAP. 3.1) 
? Pflanzliche Edukte (HOSO) zur Synthese nieder‐ und hochviskoser Schmierstoffe (Kap. 3.1.1) 
? Verkürzung der Reaktionszeit des niederviskosen Schmierstoffes (Kap. 3.1.2) 
? Reproduzierbarkeit nieder‐und hochviskoser Schmierstoffe für Produktgemische (Kap. 3.1.3) 
? Grundlage für Produktgemische: Vergleich von WSF mit einer Konzentration von 100 g/l und 
einzeln eluierten Konzentrationen (Kap. 3.1.4)
ANALYTISCHE TESTVERFAHREN 
? Biologische Abbaubarkeit 
? Elementaranalyse 
? DOC‐Bestimmung 
? Metallgehalt‐Bestimmung 
ÖKOTOXIZITÄTSTESTS 
? Algen‐Wachstumshemmtest 
? Daphnien‐Immobilisationstest 
? Lumineszenz‐Hemmtest 
? Zellvermehrungshemmtest 
? Fischeitest 
GENOTOXIZITÄTSTEST 
? umu‐Test 
MUTAGENITÄTSTEST 
? Ames‐Fluktuations‐
test 
LCA EINFACHER SYNTHETISCHER ESTER (KAP. 3.2) 
Alterungsverhalten durch oxidative Prozesse 
(Kap. 3.2.1) 
? Natürliche Oxidation durch Lagerung (Kap. 3.2.1.1) 
? Künstliche Oxidation im Oxidationstest 
(Kap. 3.2.1.2) 
Alterungsverhalten durch tribologische Anwendung 
im Alterungsprüfstand I (Kap. 3.2.2) 
? Stahl‐Messing‐Paarung (Kap. 3.2.2.1) 
? Stahl‐ZrCg‐Paarung (Kap. 3.2.2.2) 
LCA EINER KOMPLEXEN ESTER‐MISCHUNG (KAP. 3.3) 
Alterungsverhalten durch oxidative Prozesse 
(Kap. 3.3.1) 
? Natürliche Oxidation durch Lagerung (Kap. 3.3.1.1) 
? Künstliche Oxidation im Oxidationstest 
(Kap. 3.3.1.2) 
Alterungsverhalten durch tribologische Anwendung 
im Alterungsprüfstand II (Kap. 3.3.2) 
? Untersuchung von WSF mit einer Konzentration 
von 100 g/l (Kap. 3.3.2.1) 
? Untersuchung von WSF mit einzeln eluierten Kon‐
zentrationen (Kap. 3.3.2.2) 
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Für alle Untersuchungen mit der rechtlich relevanten Menge von 100 mg/l zur Bestimmung des 
ökotoxischen Potentials, wurden EC50‐Werte von > 100 mg/l ermittelt (siehe Tabelle 7‐1, Tabel‐
le  7‐3,  Tabelle  7‐4  und  Tabelle  7‐16). Daher werden  in  dieser Arbeit nur  die  Ergebnisse  der 
100 g/l‐Eluate dargestellt  (bzw. der einzeln eluierten Konzentrationen  für die komplexe Ester‐
Mischung), um eine deutliche Unterscheidung hinsichtlich der Ökotoxizität biogener Hydraulik‐
Schmierstoffe zu gewährleisten. 
3.1 Schmierstoffsynthese aus nachwachsenden Rohstoffen 
Im  Sinne  des  produktintegrierten Umweltschutzes wurde  jedes  eingesetzte  Edukt  (OME  und 
GTO)  und  jedes  daraus  synthetisierte  Produkt  (Öl 1‐10),  einer  vollständigen  öko‐  und  geno‐
toxikologischen Untersuchung unterzogen (siehe Tabelle 2‐1). Des Weiteren wurde die Synthe‐
se des niederviskosen Schmierstoffes HISM durch Variationen in der Synthesedurchführung als 
möglicher Einflussfaktor auf die Toxizität überprüft. Nach Optimierung der Synthese wurde die 
Reproduzierbarkeit der biogenen  Schmierstoffe HISM und HIGTS  für Produktgemische unter‐
sucht. 
3.1.1 Pflanzliche Edukte (HOSO) zur Synthese nieder‐ und hochviskoser Schmierstoffe 
Für einen maximalen Umsatz während der Synthese ist die Wahl des idealen Eduktes maßgeb‐
lich. Unter Berücksichtigung der gewünschten Zusammensetzung des Zielproduktes HISM bzw. 
HIGTS und der gegebenen Synthesebedingungen sollte das optimale Edukt (HOSO ≥ 90 %) einen 
maximalen Massenanteil an OME (Edukt 1) oder GTO (Edukt 2) aufweisen. Vor der Synthese der 
nieder‐ und hochviskosen Schmierstoffe wurden die eingesetzten Edukte OME und GTO für den 
jeweiligen Syntheseprozess untersucht. Von den 100 g/l‐Eluaten der Edukte wurden zunächst 
pH‐Wert, Leitfähigkeit und gelöster organischer Kohlenstoff bestimmt. 
Tabelle 3‐1:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der Edukte 1 und 2 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Edukt 1   8,5  16,2  31,0 
Edukt 2   5,8  31,8  18,0 
Der pH‐Wert für Edukt 1 zeigt mit 8,5 eine basische Wirkung, während der pH‐Wert für Edukt 2 
mit 5,8 im sauren Bereich liegt. Die Leitfähigkeit von Edukt 2 ist mit 31,8 µS/cm doppelt so hoch 
wie von Edukt 1. Der höhere DOC‐Gehalt wird  für Edukt 1 mit 31 mg/l ermittelt, was auf eine 
bessere Löslichkeit hindeutet. 
ÖKOTOXIZITÄT 
Eine ökotoxische Wirkung der 100 g/l‐Eluate der Edukte 1 und 2 kann nicht ermittelt werden, 
da alle EL50‐Werte oberhalb der maximal einsetzbaren Konzentration in den jeweiligen Biotests 
liegen (Tabelle 3‐2). 
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Tabelle 3‐2:  EL50‐Werte [%] der 100 g/l‐Eluate der Edukte 1 und 2 im Algen‐ und Daphnientest sowie 
in drei bakteriellen Testsystemen 
 
Algentest  Daphnientest 
LUHT 
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
Edukt 1  > 80  > 90  > 50  > 50  > 50 
Edukt 2  > 80  > 90  > 50  > 50  > 50 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest 
GENOTOXIZITÄT 
Neben den ökotoxikologischen Testverfahren werden die 100 g/l‐Eluate im umu‐Test zur Über‐
prüfung der Genotoxizität eingesetzt. Die 100 g/l‐Eluate der Edukte 1 und 2 zeigen weder mit 
(+S9) noch ohne metabolische Aktivierung  (‐S9) genotoxische Wirkung. Für beide Edukte wird 
eine Induktionsrate < 1,5 mit gültigem Wachstumsfaktor ≥ 0,5 bestimmt (Tabelle 3‐3). 
Tabelle 3‐3:  Höchste  Induktionsraten  (IR) bei gültigen Wachstumsfaktoren  (WF) sowie der DLI‐Wert 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) der 100 g/l‐Eluate der Edukte 1 und 2 
im umu‐Test 
 
‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Edukt 1  1,5  1,05  1,04  ‐  1,5  1,07  1,00  ‐ 
Edukt 2  1,5  1,03  1,04  ‐  1,5  1,04  1,05  ‐ 
‐ nicht genotoxisch; DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Für einen umweltverträglichen Schmierstoff  ist die aerobe biologische Abbaubarkeit von ent‐
scheidender Bedeutung. Sie stellt ein wichtiges Auswahlkriterium für das hergestellte Produkt 
dar und wird hier schon vor dem Syntheseprozess untersucht.  In Abbildung 3‐2  ist die aerobe 
biologische Abbaubarkeit im wässrigen Milieu der eingesetzten Edukte zur Synthese niedervis‐
koser (Edukt 1) und hochviskoser Schmierstoffe (Edukt 2) dargestellt. 
 
Abbildung 3‐2:  Aerobe biologische Abbaubarkeit der Edukte 1 und 2 
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Die pflanzlichen Edukte weisen nach 28 Tagen eine Abbaubarkeit von über 70 % auf und sind 
somit gut biologisch abbaubar. Beide Edukte erreichen mit 76 %  (Edukt 2) und 90 %  (Edukt 1) 
die Abbaukriterien zur Vergabe von Umweltzeichen für Schmierstoffe (siehe Kap. 1.5.2).  
 
3.1.2 Verkürzung der Reaktionszeit des niederviskosen Schmierstoffes 
Zur  Optimierung  des  Reaktionsprozesses  und Maximierung  der  Produktausbeute wurde  die 
Reaktionszeit  und  ‐temperatur  der  ersten  Synthesestufe  (Epoxidierung)  des  niederviskosen 
Schmierstoffes HISM  variiert  (siehe Abbildung 1‐3). Die  Synthese  von Öl 1 erfolgte  im ersten 
Reaktionsschritt bei einer Reaktionstemperatur von 80 °C. Damit verringerte sich die Reaktions‐
zeit der ersten Synthesestufe von 18 h auf 6 h. Öl 2 wurde unter normalen Synthesebedingun‐
gen hergestellt (18 h, 57 °C). Welchen Einfluss die Reaktionszeitverkürzung auf die chemischen 
Kennzahlen  (siehe  Kap. 1.3.2)  der  niederviskosen  Schmierstoffe  sowie  auf  die  chemisch‐
physikalischen Parameter und auf die Öko‐ und Genotoxizität der 100 g/l‐Eluate hat, ist nachfol‐
gend dargestellt. 
Tabelle 3‐4:  Chemische Kennzahlen der Öle 1 und 2 nach  ihrem jeweiligen Syntheseprozess [Quelle: 
J. Schumacher, IFAS, RWTH Aachen; M. Küppers, ITMC, RWTH Aachen] 
 
JZ  NZ  VZ  POZ 
H2O‐
Gehalt 
Viskosität 
VI 
40 °C  100 °C
  gJod/100g  mgKOH/g mgKOH/g mmolO2/kg ppm  mm
2/sec   
Öl 1 (6 h, 80 °C)  5,70  11,72  168,18  23,48  973  29,68  4,14  41,59 
Öl 2 (18 h, 57 °C)  5,45  2,49  152,81  11,95  790  21,10  3,40  132,26
JZ = Jodzahl; NZ = Neutralisationszahl; VZ = Verseifungszahl; POZ = Peroxidzahl; VI = Viskositätsindex 
Für Öl 1  und Öl 2 werden  nach  ihrem  jeweiligen  Syntheseprozess  gleiche  Jodzahlen  (JZ) mit 
5 g Jod/100 g Öl  ermittelt  (Tabelle  3‐4). Öl 1 weist  durch  seine Reaktionszeitverkürzung  (6 h, 
80 °C) eine höhere NZ, VZ und POZ als Öl 2 auf. Da Hydraulik‐Schmierstoffe  in der Regel eine 
Viskosität von 32 ± 3 mm2/sec aufweisen sollten, besitzt Öl 2 mit 21,10 mm2/sec eine schlechte‐
re  kinematische  Viskosität/40 °C  als  Öl 1  (29,68 mm2/sec).  Jedoch  liegt  der  VI  für  Öl 2  mit 
132,26 dreimal so hoch wie für Öl 1 (41,59). Ebenso weist Öl 2 durch die verkürzte Reaktions‐
zeit, mit 790 ppm einen niedrigeren Wassergehalt als Öl 1 (973 ppm) auf. 
Die  pH‐Werte  der  100 g/l‐Eluate  liegen  in  einem  für  Fettsäuren  üblichen  sauren  Bereich 
(Tabelle 3‐5). Die Leitfähigkeit und der Gehalt an DOC zeigen bei verkürzter Reaktionszeit höhe‐
re Werte. Somit wird von Öl 1 bei der Herstellung von WSF deutlich mehr im Wasser gelöst als 
vom normal synthetisierten Öl 2. 
   
Aufgrund der hohen Reinheit der pflanzlichen Edukte 1 und 2 (HOSO ≥ 90 %), ihres geringen 
Anteils an mehrfach ungesättigten Fettsäuren sowie  ihrer guten biologischen Abbaubarkeit 
wurden  diese  für  den  jeweiligen  Syntheseprozess  der  biogenen  Schmierstoffe  HISM  und 
HIGTS eingesetzt. 
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Tabelle 3‐5:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der niederviskosen Öle 1 und 2 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Öl 1 (6 h, 80 °C)  4,1  37,0  96,06 
Öl 2 (18 h, 57 °C)  5,0  12,8  42,62 
ÖKOTOXIZITÄT 
Die auf pflanzlichem Edukt basierenden Öle 1 und 2 zeigen in Abbildung 3‐3 bezüglich der Reak‐
tionszeitverkürzung große Unterschiede in ihrer ökotoxischen Wirkung. Öl 2 besitzt bis auf den 
Lumineszenz‐Hemmtest keine Ökotoxizität bei maximaler Eluatkonzentration  im Test. Die Ver‐
kürzung der Reaktionszeit führt bei Öl 1 zu einer starken Hemmung im Algen‐ und Daphnientest 
sowie  im Zellvermehrungshemmtest mit V. fischeri. Der Test mit P. putida wird durch die ver‐
kürzte Synthese nicht beeinflusst. Öl 1, dessen erster Syntheseschritt verkürzt wurde, zeigt so‐
mit ein deutlich höheres ökotoxisches Potential als das vergleichbare Öl 2, welches unter nor‐
malen Synthesebedingungen (18 h, 57 °C) synthetisiert wurde. 
 
Abbildung 3‐3:  EL50‐Werte  [%]  mit  95 %‐Konfidenzintervallen  der  100 g/l‐Eluate  der  niederviskosen 
Öle 1 und 2 mit verkürzter  (6 h, 80 °C) und normaler Reaktionszeit  (18 h, 57 °C)  im Al‐
gen‐ und Daphnientest sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
VERGLEICH VERSCHIEDENER KURVENFUNKTIONEN AUS DEM ALGEN‐ UND DAPHNIENTEST 
Da  die  Auswertung  im  Algen‐  und  Daphnientest mit  der  Probitanalyse  nach  Finney  [1964], 
grundsätzlich hohe 95 %‐Konfidenzintervalle der EL50‐Werte  liefert (siehe Abbildung 3‐3), wer‐
den die Werte  zusätzlich mit dem Statistikprogramm ToxRat® ermittelt und verglichen  (siehe 
Kap. 2.4.6).  In Tabelle 3‐6  sind die Ergebnisse des Kurvenfittings unter Anwendung der Maxi‐
mum‐Likelihood‐Regression für das 100 g/l‐Eluat von Öl 1 aus dem Algen‐Wachstumshemmtest 
zusammengefasst. 
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Tabelle 3‐6:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen (95 %‐CL) sowie Goodness of Fit und Kon‐
zentrations‐Response  der  verschiedenen  Funktionen  des  100 g/l‐Eluates  von Öl 1  aus 
dem Algentest  
Funktion  EL50 [%]  95 %‐CL 
Goodness of Fit 
Konzentrations‐
Response 
Chi2  p(Chi2)  F‐Wert  p(F) 
Probitanalyse1)  10,9  6,3‐18,6  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Probitanalyse2)  11,4  10,7‐12,0  0,1205  1,0000  69,6900  0,0000 
Logit2)  11,4  10,7‐12,0  0,0197  1,0000  63,5100  0,0000 
Weibull2)  11,7  11,3‐12,0  0,0061  1,0000  216,2740  0,0000 
1)Funktion nach Finney [1964]; 2)Funktion nach ToxRat®; Markierung = bester Fit 
Das  Kurvenfitting mit  ToxRat®  liefert  für  alle  drei  Funktionen  nahezu  gleiche  EL50‐Werte mit 
95 %‐Konfidenzintervallen  von  11,4 %  (Probitanalyse und  Logit) bis  11,7 %  (Weibull),  im Ver‐
gleich zur Probitanalyse nach Finney mit 10,9 %. Bei Betrachtung von Chi2 zur Beurteilung des 
Kurfenfittings zeigt sich für die Weibull‐Funktion mit 0,0061 der kleinste Wert. Der bessere Fit 
führt somit zu engeren Vertrauensbereichen (11,3‐12,0) der Funktion im Algentest.  
Ähnliche Ergebnisse  können  auch  für den Daphnien‐Immobilisationstest ermittelt werden.  In 
Tabelle 3‐7 sind die Ergebnisse des Kurvenfittings zusammengefasst. Der Fit liefert für alle drei 
Funktionen ähnliche EL50‐Werte von 35,7 %  (Probitanalyse) bis 37,6 %  (Weibull),  im Vergleich 
zur Probitanalyse nach Finney mit 33,9 %. Wie beim Algentest zeigt sich bei Verwendung der 
Weibull‐Funktion das kleinste Chi2 mit 6,91 und das größte p(Chi2) mit 0,14. Daher können für 
diese Funktion auch die engsten 95 %‐Konfidenzintervalle (32,9‐41,2) ermittelt werden.  
Tabelle 3‐7:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen (95 %‐CL) sowie Goodness of Fit und Kon‐
zentrations‐Response  der  verschiedenen  Funktionen  des  100 g/l‐Eluates  von Öl 1  aus 
dem Daphnientest  
Funktion  EL50 [%]  95 %‐CL 
Goodness of Fit 
Konzentrations‐
Response 
Chi2  p(Chi2)  F‐Wert  p(F) 
Probitanalyse1)  33,9  8,4‐135,0  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Probitanalyse2)  35,7  31,9‐39,3  7,1131  0,1300  24,6520  0,0080 
Logit2)  35,6  24,8‐44,6  8,0914  0,0883  16,7170  0,0150 
Weibull2)  37,6  32,9‐41,2  6,9186  0,1403  21,8260  0,0100 
1)Funktion nach Finney [1964]; 2)Funktion nach ToxRat®; Markierung = bester Fit 
Die Probitanalyse nach Finney besitzt unter Verwendung der einfachen gewichteten Regression 
die höchsten Vertrauensbereiche  für den Algen‐ und Daphnientest, da Hemmungen  von 0 % 
und 100 % nicht mit  in die Berechnung eingehen. In Abbildung 3‐4 sind beispielhaft die Dosis‐
Wirkungskurven des 100 g/l‐Eluates von Öl 1 aus dem Algen‐ und Daphnientest mit dem besten 
Fit, der Weibull‐Funktion nach ToxRat®ProXT, dargestellt. 
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Abbildung 3‐4:  Dosis‐Wirkungskurven  mit  95 %‐Konfidenzintervallen  (95 %‐CL)  der  Weibull‐Funktion 
des 100 g/l‐Eluates von Öl 1; linke Abb.: Algentest, rechte Abb.: Daphnientest 
Die Dosis‐Wirkungskurven mit der Probitanalyse und der  Logit‐Funktion  sind dem Anhang  zu 
entnehmen  (Kap. 7.1, Abbildung 7‐2 und Abbildung 7‐3). Alle nachfolgend dargestellten EL50‐
Werte des Algen‐ und Daphnientests basieren auf der Probitanalyse nach Finney, da die statisti‐
sche Auswertung mit dem Programm ToxRat® erst kurz vor Fertigstellung dieser Arbeit zur Ver‐
fügung stand. Daher werden nur die 95 %‐Konfidenzintervalle für den Lumineszenz‐Hemmtest 
und  die  beiden  Zellvermehrungshemmtests  angegeben,  da  die  Probitanalyse  hier  enge  Ver‐
trauensbereiche liefert. 
GENOTOXIZITÄT 
Öl 1  (6 h,  80 °C)  besitzt  eine  genotoxische Wirkung  ohne metabolische  Aktivierung  (‐S9) mit 
einer Induktionsrate von 1,72 und einem Wachstumsfaktor von 0,95 im umu‐Test (Tabelle 3‐8). 
Mit metabolischer Aktivierung  (+S9) kann keine Genotoxizität ermittelt werden. Die grafische 
Darstellung der  Induktionsraten und Wachstumsfaktoren mit und ohne metabolische Aktivie‐
rung von Öl 1 ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.1, Abbildung 7‐1). Öl 2 besitzt mit IR < 1,5 
(‐S9/+S9) und WF ≥ 0,5 (‐S9/+S9) keine genotoxische Wirkung nach der Synthese. 
Tabelle 3‐8:  Höchste  Induktionsraten  (IR) bei gültigen Wachstumsfaktoren  (WF) sowie der DLI‐Wert 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) der 100 g/l‐Eluate der niederviskosen 
Öle 1 und 2 im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 1 (6 h, 80 °C)  3  1,72  0,95  +  1,5  1,11  0,97  ‐ 
Öl 2 (18 h, 57 °C)  1,5  1,07  1,06  ‐  1,5  1,10  0,94  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch 
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AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Untersuchungen  zur biologischen Abbaubarkeit  zeigen übereinstimmende Ergebnisse mit der 
Öko‐ und Genotoxizität (Abbildung 3‐5). Die Reduktion der Reaktionszeit führt zu einer Abnah‐
me  der  Abbaubarkeit  von  durchschnittlich  65 %  (Öl 2)  auf  55 %  (Öl 1).  Somit  ist  Öl 1  nach 
28 Tagen nur potentiell biologisch abbaubar. 
 
Abbildung 3‐5:  Aerobe biologische Abbaubarkeit der niederviskosen Öle 1 und 2 
 
 
3.1.3 Reproduzierbarkeit nieder‐ und hochviskoser Schmierstoffe für Produktgemische 
Nach Auswahl der pflanzlichen Edukte OME und GTO und der synthesebegleitenden Optimie‐
rung niederviskoser Öle wurde die Reproduzierbarkeit des Syntheseprozesses für HISM (Öl 3‐6) 
und HIGTS  (Öl 7‐10)  untersucht.  Insgesamt wurden  jeweils  vier Ölchargen  unter  identischen 
Synthesebedingungen  hergestellt  und  daraus  die  komplexe  Ester‐Mischung  (Ölgemisch) mit 
einem Mischungsverhältnis  von  65:35  (HISM:HIGTS)  hergestellt.  Dies  entspricht  einem  typi‐
schen Hydrauliköl mit einer  kinematischen Viskosität bei 40 °C  von 32 mm2/s. Die  chemisch‐
physikalischen Parameter der 100 g/l‐Eluate der Öle 3‐10 und des daraus hergestellten Ölgemi‐
sches sind in Tabelle 3‐9 dargestellt. 
Die  Synthese  mit  verkürzter  Reaktionszeit  ist im  Hinblick  auf  die  Vermeidung  öko‐ und 
genotoxischer Wirkungen der Schmierstoffprodukte deutlich schlechter als die Synthese mit 
einer Reaktionsdauer von 18 h. Die Reduktion der Reaktionszeit von 18 h auf 6 h  führt  zu 
einer Zunahme der toxischen Wirkung und erfüllt nicht die Abbaukriterien zur Vergabe von 
Umweltzeichen für Schmierstoffe. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im nachfolgenden Syn‐
theseprozess der niederviskosen Öle davon abgesehen, eine Reaktionszeitverkürzung durch‐
zuführen. Das Kurvenfitting führt unter Anwendung der Maximum‐Likelihood‐Regression zu 
engeren Vertrauensbereichen  im Algen‐ und Daphnientest mit ähnlichen EL50‐Werten, wie 
für die einfache gewichtete Regression nach Finney. 
E R G E B N I S S E  
 
73
Tabelle 3‐9:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der Öle 3‐10 und des Ölgemisches 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
niederviskose Öle       
Öl 3  4,3  25,1  46,94 
Öl 4  5,4  15,1  25,48 
Öl 5  5,2  16,8  28,90 
Öl 6  4,7  46,8  35,19 
hochviskose Öle       
Öl 7  4,8  373  40,58 
Öl 8  4,7  49,6  55,40 
Öl 9  3,4  224,0  98,15 
Öl 10  3,4  226,0  78,51 
Ölgemisch       
Öl 3‐10  4,4  21,4  81,07 
Die chemisch‐physikalischen Daten zeigen unterschiedliche Werte für die nieder‐ und hochvis‐
kosen Öle. Die Öle 3‐6 weisen saure pH‐Werte von 4,3 bis 5,4 auf. Die Öle 7‐10 zeigen mit pH‐
Werten von 3,4 bis 4,8 niedrigere pH‐Werte als die niederviskosen Öle. Bei den hochviskosen 
Ölen wurden höhere  Leitfähigkeiten und höhere DOC‐Gehalte  von 40,58 mg/l bis 98,15 mg/l 
ermittelt. Öl 7 zeigt mit einem Wert von 373 µS/cm zwar die höchste Leitfähigkeit bei den nie‐
derviskosen Ölen, aber die geringste Löslichkeit mit einem Gehalt von 40,58 mg/l DOC. Öl 9 und 
Öl 10 besitzen bei gleichen pH‐Werten kaum Unterschiede in ihrer Leitfähigkeit und weisen die 
höchste Löslichkeit auf  (98,15 mg/l und 78,51 mg/l). Entgegengesetzte Ergebnisse wurden  für 
die Öle 4 und 5 ermittelt. Sie besitzen bei höchsten pH‐Werten die niedrigste Leitfähigkeit und 
die geringsten DOC‐Werte. Das Ölgemisch mit dem Hauptanteil der Öle 3‐6 zeigt einen sauren 
pH‐Wert von 4,4 mit einer geringen Leitfähigkeit von 21,4 µS/cm und einem DOC‐Gehalt von 
81,07 mg/l. 
ÖKOTOXIZITÄT  
NIEDERVISKOSE ÖLE 
Die  in Abbildung  3‐6  dargestellten  aquatischen  Testsysteme  und  die  Zellvermehrungshemm‐
tests zeigen keine Beeinflussung der Ökotoxizität der niederviskosen Öle bei maximal eingesetz‐
ter Eluatkonzentration. Die zusätzliche Testung im Daphnientest‐48 h, führt ebenfalls zu keiner 
Hemmung der 100 g/l‐Eluate der Öle 3‐6. Die geringe Hemmung  im Algentest  für Öl 3  ist mit 
einem EL50‐Wert von 76,6 % bei einer maximalen Konzentration von 80 % gegeben und  ist da‐
her  zu  vernachlässigen. Der  Lumineszenz‐Hemmtest  stellt, wie bei der  Syntheseoptimierung, 
das  empfindlichste  Testsystem  dar.  Jedoch  können  erstmals  für  diesen  Test  im  Rahmen  der 
Reproduzierbarkeit EL50‐Werte > 5 % Eluat bestimmt werden. Der höchste EL50‐Wert wird  für 
Öl 5 mit 15,59 % ermittelt. 
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Abbildung 3‐6:  EL50‐Werte  [%]  mit  95 %‐Konfidenzintervallen  der  100 g/l‐Eluate  der  niederviskosen 
Öle 3‐6 im Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h) sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
HOCHVISKOSE ÖLE 
Die in Abbildung 3‐7 dargestellten 100 g/l‐Eluate der hochviskosen Öle 7‐10 zeigen wie die nie‐
derviskosen Öle keine ökotoxische Wirkung im Algen‐ und Daphnientest (24 h) und den beiden 
Zellvermehrungshemmtests.  Für  das  100 g/l‐Eluat  von Öl  8 wird  im Daphnientest  nach  48 h 
ökotoxisches Potential mit einem EL50‐Wert von 22,9 % ermittelt, was auf ein einmaliges Kata‐
lysator‐Recycling  von  Amberlyst 15  während  der  Synthese  zurückgeführt  werden  kann.  Das 
empfindlichste Testsystem stellt wieder der Lumineszenz‐Hemmtest dar. Der höchste EL50‐Wert 
wird für Öl 7 mit 16,25 % Eluat erreicht. 
 
Abbildung 3‐7:  EL50‐Werte  [%]  mit  95 %‐Konfidenzintervallen  der  100 g/l‐Eluate  der  hochviskosen 
Öle 7‐10  im Algen‐ und Daphnientest  (24 h, 48 h)  sowie  in drei bakteriellen Testsyste‐
men 
E R G E B N I S S E  
 
75
ÖLGEMISCH 
Das aus den Ölen 3‐10 hergestellte Ölgemisch zeigt, wie die Untersuchungen der einzelnen nie‐
der‐  und  hochviskosen  Öle,  keine  Ökotoxizität  als  fertiges  Produktgemisch  im  Algen‐  und 
Daphnientest (24 h und 48 h) sowie  in den Zellvermehrungshemmtests. Alle EL50‐Werte  liegen 
für  den  jeweiligen  Biotest  über  der  maximal  einsetzbaren  Konzentration.  Im  Lumineszenz‐
Hemmtest wird  ein  EL50‐Wert  von  8,78 %  Eluat  ermittelt. Die  grafische Darstellung  zur Öko‐
toxizität des Ölgemisches ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.1, Abbildung 7‐4). 
GENOTOXIZITÄT 
Die Überprüfung der 100 g/l‐Eluate der Öle 3‐10 und des daraus hergestellten Ölgemisches  im 
umu‐Test  ergibt  keine Genototoxizität  dieser mit  Induktionsraten  < 1,5  und  gültigen Wachs‐
tumsfaktoren ≥ 0,5 (Tabelle 3‐10). Somit wird für alle getesteten WSF jeweils ein DLI‐Wert von 
1,5 mit und ohne metabolische Aktivierung angegeben. 
Tabelle 3‐10:  Höchste  Induktionsraten  (IR) bei gültigen Wachstumsfaktoren  (WF) sowie der DLI‐Wert 
mit  (+S9) und ohne metabolische Aktivierung  (‐S9) der 100 g/l‐Eluate der nieder‐ und 
hochviskosen Öle 3‐10 im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 3  1,5  1,06  1,14  ‐  1,5  1,08  1,04  ‐ 
Öl 4  1,5  1,06  0,95  ‐  1,5  1,13  0,98  ‐ 
Öl 5  1,5  1,05  1,00  ‐  1,5  1,05  1,01  ‐ 
Öl 6  1,5  1,08  1,05  ‐  1,5  1,07  0,96  ‐ 
Öl 7  1,5  1,19  1,22  ‐  1,5  1,02  1,08  ‐ 
Öl 8  1,5  1,00  1,20  ‐  1,5  1,02  1,04  ‐ 
Öl 9  1,5  1,02  1,28  ‐  1,5  1,06  1,13  ‐ 
Öl 10  1,5  1,10  1,21  ‐  1,5  1,03  1,08  ‐ 
Ölgemisch  1,5  1,10  1,10  ‐  1,5  1,06  1,04  ‐ 
‐ nicht genotoxisch; DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
In Abbildung 3‐8 sind die Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit der einzelnen Öle und 
des Ölgemisches dargestellt. Im Gegensatz zur Öko‐ und Genotoxizität weisen die niedervisko‐
sen  Öle 3‐6  nach  28 Tagen  ein  schlechteres  Abbauverhalten  (56‐65 %)  als  die  hochviskosen 
Öle 7‐10 (60‐69 %) auf. Öl 3 und Öl 8 sind mit 56 % und 54 % nur potentiell biologisch abbaubar. 
Alle anderen Öle werden innerhalb von 28 Tagen zu mindestens 60 % abgebaut. Das beste Ab‐
bauverhalten mit durchschnittlich 70 % wird  für die hochviskosen Öle 9 und 10 sowie das Öl‐
gemisch (G) ermittelt. 
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Abbildung 3‐8:  Aerobe  biologische  Abbaubarkeit  der  Öle 3‐10  und  des  daraus  hergestellten  Ölgemi‐
sches (G) 
 
3.1.4 Grundlage  für  Produktgemische:  Vergleich  von  WSF  mit  einer  Konzentration  von 
100 g/l und einzeln eluierten Konzentrationen 
Zusätzlich  zu  der  Elution  von  100 g/l  und  anschließender  Verdünnung  dieser  Stammlösung, 
wurden  getrennte  Elutionen  von  0,1‐100 g/l  hergestellt  und  miteinander  verglichen  (siehe 
Kap. 2.3). Als Basis dient das  aus den nieder‐ und hochviskosen Ölen 3‐10 hergestellte Ölge‐
misch als komplexe Ester‐Mischung, die hinsichtlich ihres Alterungsverhaltens im LCA in dieser 
Arbeit näher untersucht wird (siehe Kap. 3.3). 
Um Unterschiede  in der  Löslichkeit bei  verschiedenen Beladungen nachzuweisen, wurde der 
Kohlenstoff im Öl und im Eluat bestimmt und daraus der wässrig verfügbare Kohlenstoffgehalt 
berechnet (siehe Kap. 2.6.3). Die Elementaranalyse ergibt einen Kohlenstoffgehalt von 64,87 % 
für das Ölgemisch, der auf die entsprechende Gesamteinwaage von 0,1‐100 g umgerechnet und 
in Relation zum DOC‐Gehalt der Eluate gesetzt wird. Die genauen Öleinwaagen der  jeweiligen 
Konzentrationen  zur  Berechnung  des  Kohlenstoffgehaltes  sind  dem  Anhang  zu  entnehmen 
(Kap. 7.1,  Tabelle  7‐2). Die  Ergebnisse  der Berechnungen  sind  zusammen mit  den  chemisch‐
physikalischen Daten in Tabelle 3‐11 dargestellt. 
   
Nur anhand von chemisch‐physikalischen Daten kann keine Reproduzierbarkeit der Schmier‐
stoffsynthese aus NaWaRo abgeleitet werden. Dies  ist nur  in Verbindung mit biologischen 
Testverfahren möglich,  in denen durch einen optimierten und  reproduzierbaren Synthese‐
prozess keine öko‐ und genotoxische Wirkung der biogenen Schmierstoff‐Eluate auftritt. Das 
potentielle Abbauverhalten einzelner Ölchargen wirkt sich nicht auf das daraus hergestellte 
Produktgemisch als komplexe Ester‐Mischung aus. 
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Tabelle 3‐11:  Chemisch‐physikalische Daten  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des Ölgemisches 
sowie der Kohlenstoffgehalt im Öl [g] und der daraus wässrig verfügbare Anteil C [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC  
[mg/l] 
C im Öl  
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  8,8  27,7  2,52  0,06  4,20 
1  8,8  33,0  6,47  0,65  1,00 
10  6,8  7,8  17,27  6,58  0,26 
25  5,0  8,7  30,98  16,29  0,19 
50  4,7  13,8  51,21  32,44  0,16 
75  4,9  17,4  69,85  48,67  0,14 
100  4,4  21,4  81,07  58,40  0,14 
Für das Ölgemisch zeigt sich bei steigender Beladung der Wasserphase eine Abnahme des pH‐
Wertes von 8,8 auf 4,4. Die Unterschiede  in der Erhöhung der  Leitfähigkeit  sind, bis auf das 
0,1 g/l‐ und das 1 g/l‐Eluat, mit 7,8 µS/cm bis 21,4 µS/cm gering. Mit  zunehmender Beladung 
zeigt sich eine Zunahme des gelösten organischen Kohlenstoffs sowie eine Abnahme des wäss‐
rig verfügbaren Anteils von 4,2 % auf 0,14 %. Bei Betrachtung dieses Anteils zeigt sich eine Sät‐
tigung der Lösung, wobei sich die Werte der Extrakte mit 10 g/l bis 100 g/l nur geringfügig von‐
einander unterscheiden. 
3.1.4.1 Vergleich der EL50‐Werte 
Die wässrigen Extrakte wurden auf  ihr ökotoxisches Potential untersucht und verglichen. Die 
einzeln eluierten Konzentrationen von 0,1‐100 g/l wurden unverdünnt in die biologischen Test‐
verfahren eingesetzt und die EL50‐Werte  in g/l angegeben. Für die verdünnte 100 g/l‐Stamm‐
lösung erfolgt die Angabe in % Eluat. 
Tabelle 3‐12:  EL50‐Werte  für die  verdünnte 100 g/l‐Stammlösung  [%] und die einzeln eluierten Kon‐
zentrationen [g/l] des Ölgemisches im Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h) sowie in drei 
bakteriellen Testsystemen (95 %‐Konfidenzintervalle) 
 
Algentest 
Daphnientest 
Lumineszenz‐ 
Hemmtest 
Zellver‐
mehrungs‐ 
hemmtest 
V. fischeri 
Zellver‐
mehrungs‐ 
hemmtest 
P. putida 
24 h  48 h 
EL50 [%] 
verdünnte 
Stammlösung  
> 80  > 90  > 90 
7,71 
(6,93‐8,50) 
> 50  > 50 
EL50 [g/l] 
einzeln  
eluiert  
> 100  > 100  > 100 
0,79 
(0,61‐0,97) 
> 100  > 100 
Für  beide  Elutionsmethoden  kann  im  Algen‐  und  Daphnientest  sowie  den  beiden  Zellver‐
mehrungshemmtests keine ökotoxische Wirkung bei maximaler Eluatkonzentration beobachtet 
werden.  Der  ermittelte  EL50‐Wert  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  im  Lumineszenz‐
Hemmtest  ist,  im Vergleich  zu der verdünnten Stammlösung, deutlich niedriger und  liegt mit 
0,79 g/l zwischen den niedrigsten getesteten Konzentrationen von 0,1 g/l und 1 g/l. 
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Die einzeln eluierten Konzentrationen des Ölgemisches wurden ergänzend im umu‐Test auf ihr 
genotoxisches Potential untersucht, wobei diese  jeweils unverdünnt  in drei Parallelen  in den 
Test  eingebracht wurden.  Es  konnten, wie  für  die  verdünnte  Stammlösung  des Ölgemisches 
(Tabelle 3‐10), keine genotoxischen Effekte nachgewiesen werden. Alle einzeln getesteten Kon‐
zentrationen  von  0,1‐100 g/l  besitzen  Induktionsraten  < 1,5  bei  gültigen Wachstumsfaktoren 
≥ 0,5 mit und ohne metabolische Aktivierung  (Abbildung 3‐9). Die erste duale Verdünnungs‐
stufe  von 1,5  im umu‐Test des 100 g/l‐Eluates entspricht einer Konzentration  von  66,6 %  im 
Test, so dass diese  im Bereich von 50‐75 g/l der einzeln eluierten Konzentrationen  liegt. Auf‐
grund des nicht  vorhandenen genotoxischen Potentials  in der höchsten unverdünnten Eluat‐
konzentration von 100 g/l im Test, wird ein DLI‐Wert von 100 angegeben. 
 
Abbildung 3‐9:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) der einzeln eluierten Konzentratio‐
nen des Ölgemisches mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
3.1.4.2 Vergleich der Dosis‐Wirkungskurven 
Da bei EL50‐Werten nur ein qualitativer und punktueller Vergleich möglich ist, werden die Dosis‐
Wirkungskurven näher betrachtet. Da die Auswertung mittels Probitanalyse nach Finney [1964] 
keine Beurteilung des Fits erlaubt, wurde die Logit‐Funktion nach ToxRat®, als Ergebnis des bes‐
ten Kurvenfittings, für den qualitativen Vergleich gewählt. In Abbildung 3‐10 sind exemplarisch 
die Logit‐Funktionen der verdünnten 100 g/l‐Stammlösung und der einzeln eluierten Konzent‐
rationen des Ölgemisches im Lumineszenz‐Hemmtest dargestellt. 
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Abbildung 3‐10:  Dosis‐Wirkungskurven mit  95 %‐Konfidenzintervallen  (95 %‐CL)  des  Ölgemisches  aus 
dem  Lumineszenz‐Hemmtest;  linke  Abb.:  verdünnte  100 g/l‐Stammlösung,  rechte 
Abb.: einzeln eluierte Konzentrationen von 0,1‐100 g/l 
Die Dosis‐Wirkungskurven  zeigen bezüglich  ihrer Funktion punktuelle Unterschiede durch die 
verschiedenen Elutionsmethoden. Ein qualitativer Vergleich der beiden Kurven erfolgt über die 
Beurteilung des Fits. Die Ergebnisse des Kurvenfittings sind  in Tabelle 3‐13 zusammengefasst. 
Bei Betrachtung von Chi2 zeigt sich für die Funktion der einzeln eluierten Konzentrationen mit 
0,0026 der kleinere Wert. Der bessere Fit führt somit zu engeren Vertrauensbereichen für die 
einzeln eluierten Konzentrationen gegenüber der 100 g/l‐Stammlösung (Abbildung 3‐10). 
Tabelle 3‐13:  Goodness of Fit und Konzentrations‐Response der Dosis‐Wirkungskurven der verdünn‐
ten 100 g/l‐Stammlösung und der einzeln eluierten Konzentrationen des Ölgemisches 
aus dem Lumineszenz‐Hemmtest 
  Goodness of Fit  Konzentrations‐Response 
Chi2  p(Chi2)  F‐Wert  p(F) 
100 g/l  0,0162  1,0000    54,1670  0,0000 
0,1‐100 g/l  0,0026  1,0000  373,7880  0,0000 
3.1.4.3 Vergleich der LL50‐Werte im Fischeitest 
Die wässrigen  Extrakte  des Ölgemisches wurden  zusätzlich  auf  ihr  ökotoxisches  Potential  im 
Fischeitest  untersucht  und  verglichen. Die  einzeln  eluierten  Konzentrationen  von  0,1‐100 g/l 
wurden, wie zur Ermittlung der EL50‐Werte, unverdünnt  in die biologischen Testverfahren ein‐
gesetzt und die LL50‐Werte in g/l angegeben. Für die verdünnte 100 g/l‐Stammlösung erfolgt die 
Angabe in % Eluat. 
Tabelle 3‐14:  LL50‐Werte mit 95 %‐Konfidenzintervallen  für die verdünnte 100 g/l‐Stammlösung  [%] 
und für die einzeln eluierten Konzentrationen [g/l] des Ölgemisches im Fischeitest 
  Einheit  LL50‐Wert  95 %‐Konfidenzintervalle 
100 g/l  %  24,7  ‐ 
0,1‐100 g/l  g/l  0,18  0,16‐0,22 
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Der ermittelte LL50‐Wert der einzeln eluierten Konzentrationen  im Fischeitest  ist,  im Vergleich 
zu der verdünnten Stammlösung  (24,7 %), deutlich niedriger und  liegt mit 0,18 g/l  im Bereich 
der  niedrigsten  eluierten  Konzentrationen  von  0,1‐1 g/l.  Nachfolgend  sind  die  auftretenden 
letalen Effekte der exponierten Fischeier ab einer Konzentration von 1 g/l des Ölgemisches bei‐
spielhaft dargestellt. Nach 48 h wird eine Koagulation der Embryonen  (linke Abbildung 3‐11) 
sowie ein nicht abgelöster Schwanz vom Dotter bestimmt (rechte Abbildung 3‐11). 
 
Abbildung 3‐11:  Letale Effekte der Embryonen  in der einzeln eluierten Konzentration von 1 g/l des Öl‐
gemisches  im  Fischeitest;  linke  Abb.:  Koagulation,  rechte  Abb.:  Schwanz  nicht  vom 
Dotter abgelöst [Quelle: Institut für Umweltforschung, ESA, RWTH Aachen] 
 
 
   
Die unterschiedliche Ökotoxizität der verschiedenen WSF im Lumineszenz‐Hemmtest und im 
Fischeitest kann auf unterschiedliche Löslichkeitsverhältnisse dieser zurückgeführt werden. 
Dies zeigt sich auch  im punktuellen Vergleich der Dosis‐Wirkungskurven. Für einen qualita‐
tiven Vergleich der Funktionen  ist  jedoch die Beurteilung des Fits entscheidend. Die unter‐
schiedliche Wirkung und Eignung der beiden Elutionsmethoden wurde  im Rahmen des LCA 
der komplexen Ester‐Mischung nach tribologischer Anwendung im Alterungsprüfstand II für 
Gebrauchtproben untersucht (Kap. 3.3.2). 
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3.2 Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester 
Nach Untersuchung der einzelnen Produktchargen nieder‐ und hochviskoser Öle  im Rahmen 
der Reproduzierbarkeit des  jeweiligen Syntheseprozesses wurden die Öle 1 und 2 als einfache 
synthetische Ester hinsichtlich ihres Alterungsverhaltens im Life Cycle Assessment weiter unter‐
sucht. Dabei wird  zwischen  der Alterung  durch  natürliche  und  künstliche Oxidation  und  der 
Alterung durch tribologische Anwendung der Öle unterschieden.  
3.2.1 Alterungsverhalten durch oxidative Prozesse 
Zum Vergleich werden die für beide Öle bereits dargestellten Daten nach ihrem jeweiligen Syn‐
theseprozess („Öl 1‐neu“ und „Öl 2‐neu“) immer mit aufgeführt (siehe Kap. 3.1.2). 
3.2.1.1 Natürliche Oxidation durch Lagerung 
Öl 1 und Öl 2 wurden direkt nach  ihrer Synthese  jeweils bei 4 °C und bei Raumtemperatur  im 
Dunkeln gelagert.  In Tabelle 3‐15 sind die chemisch‐physikalischen Daten nach ein‐ und zwei‐
jähriger Lagerung dargestellt. 
Tabelle 3‐15:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und  2 nach  ein‐ und  zwei‐
jähriger Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur (RT) 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Öl 1‐neu  4,1  37,0  96,06 
1 Jahr‐4°C  4,1  87,4  115,61 
2 Jahre‐4°C  3,9  66,5  163,38 
1 Jahr‐RT  4,0  90,1  163,26 
2 Jahre‐RT  4,0  73,4  244,42 
Öl 2‐neu  5,0  12,8  42,62 
1 Jahr‐4°C  4,3  51,1  51,64 
2 Jahre‐4°C  4,0  53,5  60,49 
1 Jahr‐RT  3,7  110,0  126,2 
Beide Öle weisen, wie nach  ihrer Synthese, pH‐Werte  im sauren Bereich von 3,7 bis 4,3 durch 
die verschiedenen Lagerungen auf. Für Öl 2 ist eine deutliche Abnahme des pH‐Wertes von 5,0 
auf 3,7  in Abhängigkeit der Temperatur sowie der Lagerungszeit zu erkennen. Öl 1 zeigt diese 
temperatur‐  und  zeitabhängige  Abnahme  des  pH‐Wertes  nicht.  Im Gegensatz  zum  pH‐Wert 
steigen die Leitfähigkeit und der DOC‐Gehalt beider Öle mit zunehmender Temperatur und La‐
gerungszeit an. Die höchsten DOC‐Werte, und somit die beste Löslichkeit, werden für die ein‐
jährige  (Öl 2)  bzw.  zweijährige  Lagerung  (Öl 1)  bei  Raumtemperatur  mit  Gehalten  von 
126,2 mg/l und 244,42 mg/l ermittelt. Öl 1 weist mit 163 mg/l  identische DOC‐Werte nach der 
zweijährigen Lagerung bei 4 °C und bei Raumtemperatur auf. Öl 2 zeigt nach der ein‐ und zwei‐
jährigen Lagerung bei 4 °C nur geringe Unterschiede in seinen chemisch‐physikalischen Daten. 
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ÖKOTOXIZITÄT 
Die in Abbildung 3‐12 dargestellten 100 g/l‐Eluate von Öl 1 zeigen bezüglich der verschiedenen 
Lagerungen bei 4 °C und bei Raumtemperatur eine Zunahme der ökotoxischen Wirkung in allen 
Biotests mit Zunahme der Temperatur und der  Lagerungszeit. Die ein‐ und  zweijährige  Lage‐
rung bei Raumtemperatur bewirkt die höchste Ökotoxizität mit EL50‐Werten unter 10 % Eluat. 
Ein Vergleich der ein‐ und zweijährigen Lagerung zeigt, bis auf den Daphnientest und den Zell‐
vermehrungshemmtest mit V. fischeri, nur geringfügige Unterschiede  in den EL50‐Werten. Das 
bereits vom Produkt („Öl 1‐neu“) ausgehende ökotoxische Potential im Lumineszenz‐Hemmtest 
wird  durch  die  Lagerung weiter  verstärkt. Der  dafür  geringste  EL50‐Wert wird  für  die  Probe 
„2 Jahre‐RT“ mit 1,46 % Eluat ermittelt. Die ein‐ und zweijährige Lagerung bei 4 °C zeigt gleiche 
Ergebnisse im Daphnientest (24 %) und im Zellvermehrungshemmtest mit P. putida (16 %). 
 
Abbildung 3‐12:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate von Öl 1 nach ein‐ und 
zweijähriger Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur (RT) im Algen‐ und Daphnientest 
sowie in drei bakteriellen Testsystemen  
Übereinstimmende  Ergebnisse  zur natürlichen Oxidation durch  Lagerung  zeigen die  in Abbil‐
dung 3‐13 untersuchten 100 g/l‐Eluate von Öl 2. Auch hier kann eine Zunahme der Ökotoxizität 
in Abhängigkeit der Temperatur und der Lagerungszeit ermittelt werden. Jedoch zeigt die ein‐
jährige Lagerung für Öl 2 bei 4 °C  im Vergleich zu Öl 1 doppelt so hohe EL50‐Werte von 19,2 % 
(Algentest) bis 41,1 %  (Daphnientest), was auf die nicht  vorhandene Toxizität des gelagerten 
Ausgangsproduktes („Öl 2‐neu“) zurückzuführen ist. 
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Abbildung 3‐13:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate von Öl 2 nach ein‐ und 
zweijähriger Lagerung bei 4 °C und einjähriger Lagerung bei Raumtemperatur (RT)  im 
Algen‐ und Daphnientest sowie in drei bakteriellen Testsystemen  
Generell erfolgt für jede gelagerte Probe  in allen Biotests, ausgehend vom neu synthetisierten 
Öl 2,  eine  Abnahme  der  jeweiligen  EL50‐Werte  von  „1 Jahr‐4 °C“  bis  „1 Jahr‐RT“  um  durch‐
schnittlich die Hälfte. Die Lagerung bei Raumtemperatur bewirkt wie bei Öl 1, die höchste Öko‐
toxizität mit EL50‐Werten unter 10 % Eluat. Die Wirkung des bereits vorhandenen ökotoxischen 
Potentials der Probe „Öl 2‐neu“  im Lumineszenz‐Hemmtest  (8,49 %) wird auch hier durch die 
Lagerung verstärkt, so dass für die Probe „1 Jahr‐RT“ ein EL50‐Wert von 1,77 % ermittelt wird. 
GENOTOXIZITÄT 
Untersuchungen  zur Genotoxizität  im umu‐Test  zeigen übereinstimmende Ergebnisse mit der 
Ökotoxizität. Die genotoxische Wirkung nimmt, ausgehend von den synthetisierten Produkten 
„Öl 1‐neu“  und  „Öl 2‐neu“,  mit  Zunahme  der  Temperatur  und  der  Lagerungszeit  zu.  Der 
DLI‐Wert  ohne  metabolische  Aktivierung  erhöht  sich  für  beide  Öle  von  „1 Jahr‐4°C“  bis  zu 
„1 Jahr‐RT“  jeweils um eine duale Verdünnungsstufe von 3 auf 12. Nach ein‐ und zweijähriger 
Lagerung bei RT werden für Öl 1 und Öl 2 DLI‐Werte von 12 ermittelt, wobei die Induktionsraten 
immer  ≥ 1,5 und die  zugehörigen Wachstumsfaktoren < 0,5  sind.  Somit wird die vorhandene 
Genotoxizität zusätzlich durch eine Zytotoxizität überlagert (Abbildung 3‐14). Die Lagerung bei 
4 °C zeigt für beide Öle eine genotoxische Wirkung, wobei sich die DLI‐Werte ohne metabolische 
Aktivierung nach 1 Jahr  (DLI = 3) und nach 2 Jahren  (DLI = 6) um eine duale Verdünnungsstufe 
unterscheiden. Mit metabolischer Aktivierung kann  für die ein‐ und  zweijährige Lagerung bei 
4 °C keine Genotoxizität der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 ermittelt werden, da alle Induktions‐
raten < 1,5 bei gültigen Wachstumsfaktoren ≥ 0,5 sind. Daher wird für diese getesteten WSF ein 
DLI‐Wert von 1,5 (+S9) angegeben. 
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Tabelle 3‐16:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert  mit  (+S9)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (‐S9)  der  100 g/l‐Eluate  der 
Öle 1 und 2 nach ein‐ und zweijähriger Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur (RT) im 
umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 1‐neu  3  1,72  0,95  +  1,5  1,11  0,97  ‐ 
1 Jahr‐4°C  3  2,53  0,90  +  1,5  1,29  0,98  ‐ 
2 Jahre‐4°C  6  3,69  0,65  +  1,5  1,30  0,96  ‐ 
1 Jahr‐RT  12  9,77  0,38  ++  1,5  1,36  0,93  ‐ 
2 Jahre‐RT  12  9,08  0,25  ++  3  1,50  0,86  + 
Öl 2‐neu  1,5  1,07  1,06  ‐  1,5  1,10  0,94  ‐ 
1 Jahr‐4°C  3  1,63  0,89  +  1,5  1,09  0,90  ‐ 
2 Jahre‐4°C  6  5,17  0,50  +  1,5  1,18  0,96  ‐ 
1 Jahr‐RT  12  11,00  0,34  ++  3  1,84  0,82  + 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch; ++ genotoxisch und zytotoxisch 
Für die Lagerung von Öl 1 nach „1 Jahr‐RT“ wird ebenfalls ein DLI‐Wert von 1,5 mit metaboli‐
scher Aktivierung ermittelt.  Im Gegensatz dazu zeigt die Probe „2 Jahre‐RT“ mit einer  Indukti‐
onsrate von 1,50 und einem Wachstumsfaktor von 0,86 genotoxisches Potential (DLI‐Wert = 3). 
Diese Genotoxizität wird auch für die Probe „1 Jahr‐RT“ von Öl 2 mit einer  Induktionsrate von 
1,84 und gültigem Wachstumsfaktor von 0,82 ermittelt. Alle weiteren Abbildungen der Indukti‐
onsraten und Wachstumsfaktoren der 100 g/l‐Eluate der gelagerten Öle 1 und 2 sind dem An‐
hang zu entnehmen (Kap. 7.2, Abbildung 7‐5 bis Abbildung 7‐10). 
 
Abbildung 3‐14:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „1 Jahr‐RT“ mit (+S9) und ohne metabolische 
Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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ZYTOTOXIZITÄT UND MUTAGENITÄT 
Aufgrund  der  auftretenden  Zytotoxizität  im  umu‐Test  (‐S9)  durch  die  Lagerung  bei  Raum‐
temperatur wurde  diese  zusätzlich  im  Ames‐Fluktuationstest  (Kap. 2.5.2)  für  den  Bakterien‐
stamm TA 98 mit (TA 98‐) und ohne metabolische Aktivierung (TA 98+) überprüft. In Abbildung 
3‐15 ist die gemessene Zytotoxizität des gelagerten Öls 1 nach „1 Jahr‐RT“ dargestellt. Die vor‐
handene  Zytotoxizität  des  100 g/l‐Eluates  im  umu‐Test  ohne metabolische  Aktivierung  (‐S9) 
(Abbildung  3‐14)  wird  auch  für  TA 98‐  gemessen.  Es  kann  eine  schwache  Dosis‐Wirkungs‐
Beziehung ab einer Eluatkonzentration im Test von 25‐80 % (TA 98‐) mit 10,2‐35,8 % Zytotoxizi‐
tät ermittelt werden. Wie auch im umu‐Test, zeigt sich mit metabolischer Aktivierung (TA 98+) 
keine zytotoxische Wirkung mehr für den Bakterienstamm TA 98+ (< 1 %). Die grafische Darstel‐
lung der ermittelten Wachstumsfaktoren zur Berechnung der Zytotoxizität  ist dem Anhang zu 
entnehmen (Kap. 7.2, Abbildung 7‐11). 
 
Abbildung 3‐15:  Zytotoxizität [%] des 100g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „1 Jahr‐RT“ mit (TA 98+) 
und  ohne metabolische  Aktivierung  (TA 98‐)  im  Ames‐Fluktuationstest;  PC = Positiv‐
kontrolle 
Ähnliche Ergebnisse zur Zytotoxizität wurden auch  für das gelagerte Öl 2 nach „1 Jahr‐RT“ er‐
mittelt. Eine Dosis‐Wirkungs‐Beziehung zeigt sich  für das 100 g/l‐Eluat ab einer Konzentration 
von 6,25‐80 % (TA 98‐) mit 3,1‐86,8 % Zytotoxizität. Für die Konzentration 25 % wird auch mit 
metabolischer Aktivierung  (TA 98+) eine zytotoxische Wirkung von 30,6 % ermittelt. Die grafi‐
sche Darstellung  der  ermittelten Wachstumsfaktoren  findet  sich  im Anhang  (Kap. 7.2, Abbil‐
dung 7‐12). 
Die ermittelte Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates von Öl 2 nach „1 Jahr‐RT“  im umu‐Test (‐S9)  in 
der ersten Verdünnungsstufe von 1,5 entspricht einer Eluatkonzentration von 66,6 % und liegt 
somit genau  im Bereich der ermittelten Zytotoxizität für TA 98‐. Für das 100 g/l‐Eluat von Öl 2 
nach „2 Jahren‐RT“ konnte keine Zytotoxizität bestimmt werden, da die Messung der optischen 
Dichte fehlerbehaftet war. 
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Abbildung 3‐16:  Zytotoxizität [%] des 100g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „1 Jahr‐RT“ mit (TA 98+) 
und ohne metabolische Aktivierung  (TA 98‐)  im Ames‐Fluktuationstest;  PC  =  Positiv‐
kontrolle 
Aufgrund des vorhandenen genotoxischen Potentials  im umu‐Test der gelagerten Öle 1 und 2, 
wurde das mutagene Potential der 100 g/l‐Eluate im Ames‐Fluktuationstest mit den Bakterien‐
stämmen TA 98 und TA 100 mit und ohne metabolische Aktivierung untersucht. Nachfolgend 
sind NOEC und LOEC als Ergebnis des Ames‐Fluktuationstests dargestellt.  
Tabelle 3‐17:  NOEC und LOEC [%] der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 nach ein‐ und zweijähriger Lage‐
rung bei 4 °C und Raumtemperatur (RT) mit (TA 98+/TA 100+) und ohne metabolische 
Aktivierung (TA 98‐/TA 100‐) im Ames‐Fluktuationstest 
  NOEC [%]  LOEC [%] 
TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+  TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+ 
Öl 1‐neu  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b. 
1 Jahr‐4°C  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  > 80  > 80  > 80  > 80 
2 Jahre‐4°C  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  50  > 80  > 80  > 80  80 
1 Jahr‐RT  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  > 80  > 80  > 80  > 80 
2 Jahre‐RT  50  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  80  > 80  > 80  > 80 
Öl 2‐neu  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b.  n.b. 
1 Jahr‐4°C  ≥ 80  ≥ 80  50  ≥ 80  > 80  > 80  80  > 80 
2 Jahre‐4°C  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  > 80  > 80  > 80  > 80 
1 Jahr‐RT  ≥ 80  50  ≥ 80  ≥ 80  > 80  80  > 80  > 80 
n.b. = nicht bestimmt; Markierung = niedrigste Werte 
Die  vorherrschende  NOEC  von  ≥ 80 % mit  zugehöriger  LOEC > 80 %  entspricht  der  höchsten 
Eluatkonzentration von 80 % im Test für TA 98 und TA 100, sowohl mit und ohne metabolische 
Aktivierung. Abweichungen davon, mit einer NOEC von 50 % und einer LOEC von 80 %, sind  in 
der Tabelle markiert und  treten nicht  in Abhängigkeit der Temperatur und der Lagerungszeit 
auf. Für alle untersuchten 100 g/l‐Eluate wird keine mutagene Wirkung ermittelt, da die Kon‐
zentrationen von 3,13‐80 % nicht alle signifikant gegenüber der Negativkontrolle sind und somit 
keine Dosis‐Wirkungs‐Beziehung besteht. Die statistische Auswertung aller Proben zur Ermitt‐
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lung der NOEC sowie die Überprüfung auf Signifikanz der einzelnen Konzentrationen gegenüber 
der Negativkontrolle ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.2, Tabelle 7‐5 bis Tabelle 7‐11). 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
In Abbildung 3‐17 ist der Abbau von Öl 1 nach ein‐ und zweijähriger Lagerung bei 4 °C und bei 
RT im Vergleich zum neu synthetisierten Produkt dargestellt. Die verschiedenen Lagerungen der 
Probe  „Öl 1‐neu“  führen  zu  keiner  Beeinflussung  der  biologischen  Abbaubarkeit  und  zeigen 
nach 28 Tagen ein gutes Abbauverhalten von durchschnittlich 60 %. Eine Beeinflussung durch 
die Lagerung von Öl 2 konnte ebenfalls nicht ermittelt werden (Kap. 7.2, Abbildung 7‐13). 
 
Abbildung 3‐17:  Aerobe biologische Abbaubarkeit von Öl 1 nach ein‐ und zweijähriger Lagerung bei 4 °C 
und Raumtemperatur (RT) 
 
 
   
Die natürliche Oxidation der einfachen synthetischen Ester durch ein‐ und zweijährige Lage‐
rung bei 4 °C und RT, führt zu einer Zunahme der öko‐ und genotoxischen Wirkung mit zu‐
nehmender Temperatur und Lagerungszeit. Die Toxizität korreliert dabei mit Zunahme der 
DOC‐Gehalte in den 100 g/l‐Eluaten in Abhängigkeit der Lagerung. Die vorhandene Zytotoxi‐
zität der WSF im umu‐Test findet sich im Ames‐Fluktuationstest mit dem TA 98‐Stamm wie‐
der. Eine mutagene Wirkung tritt  jedoch nicht auf. Die unterschiedlichen Lagerungsmetho‐
den der einfachen synthetischen Ester haben keinen Einfluss auf ihre biologische Abbaubar‐
keit. 
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3.2.1.2 Künstliche Oxidation im Oxidationstest 
Neben der natürlichen Oxidation durch Lagerung wurden Öl 1 und Öl 2 im technischen Oxidati‐
onstest  einer  künstlichen  Oxidation  ausgesetzt,  um  ihre Oxidationsstabilität  zu  untersuchen 
(siehe Kap. 2.2.1). Nachfolgend sind die chemisch‐physikalischen Daten der 100 g/l‐Eluate der 
oxidierten Öle sowie die gemessene Standzeit der Öle im Oxidationstest dargestellt. 
Tabelle 3‐18:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 aus dem Oxidationstest 
sowie die Standzeit der Öle im Oxidationstest 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l]  Standzeit [min] 
Öl 1‐neu  4,1  37,0  96,06  ‐ 
Öl 1‐oxi  3,3  260,0  832,69  38 
Öl 2‐neu  5,0  12,8  42,62  ‐ 
Öl 2‐oxi  3,2  378,0  1119,90  27 
Die Anwendung im Oxidationstest führt zu einer Abnahme des pH‐Wertes und einer deutlichen 
Zunahme der Leitfähigkeit und des DOC‐Gehaltes  in den 100 g/l‐Eluaten. Die Probe „Öl 2‐oxi“ 
besitzt mit 260 µS/cm die höchste Leitfähigkeit und den niedrigsten  sauren pH‐Wert mit 3,2. 
Durch den hohen DOC‐Gehalt von 1119,9 mg/l, zeigt das oxidierte Öl 2 die bessere Löslichkeit. 
Die dargestellten chemisch‐physikalischen Eigenschaften sind unabhängig von der Reaktionszeit 
(6 h oder 18 h) und  ‐temperatur der ersten Synthesestufe  (siehe Kap. 3.1.2).  Jedoch  führt die 
Verkürzung der Reaktionszeit des niederviskosen Öls 1 zu einer deutlichen Erhöhung der Stand‐
zeit  im Oxidationstest  (38 min)  und  somit  zu  einer  höheren Oxidationsstabilität. Öl 2  besitzt 
nach dem Oxidationstest eine Standzeit von 27 min. 
ÖKOTOXIZITÄT 
In  Abbildung  3‐18  sind  die  EL50‐Werte  der  100 g/l‐Eluate  der  oxidierten  Öle  „Öl 1‐oxi“  und 
„Öl 2‐oxi“ nach dem Oxidationstest dargestellt.  Es  zeigt  sich  in  allen Biotests eine  starke  Zu‐
nahme der ökotoxischen Wirkung mit EL50‐Werten < 5 % Eluat.  Im Vergleich besitzt „Öl 1‐oxi“ 
mit EL50‐Werten  von 1,0‐4,4 % die  geringere Toxizität  als  „Öl 2‐oxi“  (0,6‐1,3 %), was  auf eine 
höhere  Löslichkeit  zurückzuführen  ist.  Der  EL50‐Wert  der  Probe  „Öl 2‐oxi“  im  Daphnientest 
konnte aufgrund der hohen Toxizität und des geringen Eluatvolumens nicht bestimmt werden. 
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Abbildung 3‐18:  EL50‐Werte  [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 aus 
dem Oxidationstest  im Algen‐ und Daphnientest sowie  in drei bakteriellen Testsyste‐
men; n.b. = nicht bestimmt 
GENOTOXIZITÄT 
Neben dem ökotoxischen Potential besitzen die 100 g/l Eluate der Öle 1 und 2 nach ihrem Ein‐
satz  im  Oxidationstest  auch  genotoxisches  Potential  im  umu‐Test.  In  Tabelle  3‐19  sind  die 
höchsten  Induktionsraten mit  zugehörigen Wachstumsfaktoren  sowie  der  jeweilige  DLI‐Wert 
mit (+S9) und ohne (‐S9) metabolische Aktivierung vor und nach dem Oxidationstest dargestellt. 
Beide 100 g/l‐Eluate der oxidierten Öle 1 und 2 zeigen neben ihrer starken genotoxischen Wir‐
kung mit Induktionsraten ≥ 1,5, auch zytotoxische Wirkung mit Wachstumsfaktoren < 0,5. 
Tabelle 3‐19:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert  mit  (+S9)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (‐S9)  der  100 g/l‐Eluate  der 
Öle 1 und 2 aus dem Oxidationstest im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 1‐neu  3  1,72  0,95  +  1,5  1,11  0,97  ‐ 
Öl 1‐oxi  24  8,28  0,40  ++  6  7,31  0,20  ++ 
Öl 2‐neu  1,5  1,07  1,06  ‐  1,5  1,10  0,94  ‐ 
Öl 2‐oxi  48  7,47  0,35  ++  12  4,91  0,36  ++ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch; ++ genotoxisch und zytotoxisch 
Die Probe „Öl 2‐oxi“ besitzt mit DLI‐Werten von 48 (‐S9) und 12 (+S9) die größte Genotoxizität 
im Gegensatz zur Probe „Öl 1‐oxi“, die mit DLI‐Werten von 24  (‐S9) und 6  (+S9) halb so hohe 
Werte wie Öl 2 aufweist. Die Genotoxizität der 100 g/l‐Eluate beider Öle wird  sowohl mit als 
auch ohne metabolische Aktivierung durch den Einsatz im Oxidationstest von einer Zytotoxizität 
überlagert.  In  Abbildung  3‐19  sind  beispielhaft  die  Induktionsraten  und Wachstumsfaktoren 
einer dualen Verdünnungsreihe von 1,5‐192 des 100 g/l‐Eluates für die Probe „Öl 2‐oxi“ darge‐
stellt.  Deutlich  zu  erkennen  ist  die  vorhandene  Zytotoxizität  in  den  Verdünnungsstufen 
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1,5 und 3,  durch  einen  Wachstumsfaktor  < 0,5  mit  und  ohne  metabolische  Aktivierung. 
Genotoxische Wirkung tritt, unter Berücksichtigung des WF ≥ 0,5, ab Verdünnungsstufe 12 auf. 
Die  Abbildung  der  Induktionsraten  und  Wachstumsfaktoren  des  100 g/l‐Eluates  der  Probe 
„Öl 1‐oxi“ ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.2, Abbildung 7‐14). 
 
Abbildung 3‐19:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates  von  „Öl 2‐oxi“ mit  (+S9) und ohne metabolische Aktivierung  (‐S9)  im 
umu‐Test 
ZYTOTOXIZITÄT UND MUTAGENITÄT 
Aufgrund der auftretenden Zytotoxizität der 100 g/l‐Eluate der oxidierten Öle 1 und 2 im umu‐
Test wurde diese  im Ames‐Fluktuationstest mit dem Bakterienstamm TA 98 mit  (TA 98+) und 
ohne metabolische Aktivierung  (TA 98‐) überprüft.  In Abbildung 3‐20  ist die Zytotoxizität bei‐
spielhaft  für die Probe  „Öl 2‐oxi“ dargestellt.  Eine  zytotoxische Wirkung der Probe  zeigt  sich 
bereits  ab  der  niedrigsten  Konzentration  von  3,13 %  für  TA 98‐ mit  15,7 %  Zytotoxizität. Die 
Zytotoxizität nimmt sowohl mit als auch ohne metabolische Aktivierung mit zunehmender Kon‐
zentration  zu,  so  dass  eine Dosis‐Wirkungs‐Beziehung  vorliegt. Die  grafische Darstellung  der 
ermittelten Wachstumsfaktoren  zur Berechnung der Zytotoxizität  ist dem Anhang  zu entneh‐
men (Kap. 7.2, Abbildung 7‐15).  
Die ermittelte Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates von „Öl 2‐oxi“  im umu‐Test (Abbildung 3‐19)  in 
den Verdünnungsstufen 1,5 (‐S9/+S9) und 3 (‐S9/+S9) entspricht einer Eluatkonzentration von 
33,3‐66,6 %, die  im Bereich der ermittelten Zytotoxizität  für den Bakterienstamm TA 98‐ und 
TA 98+  liegt.  Die  Ergebnisse  zur  Zytotoxizität  der  Probe  „Öl 1‐oxi“  sowie  die  zugehörigen 
Wachstumsfaktoren mit und ohne metabolische Aktivierung sind dem Anhang zu entnehmen 
(Kap. 7.2, Abbildung 7‐16 und Abbildung 7‐17). 
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Abbildung 3‐20:  Zytotoxizität  [%] des 100 g/l‐Eluates  von  „Öl 2‐oxi“ mit  (TA 98+) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (TA 98‐) im Ames‐Fluktuationstest; PC = Positivkontrolle 
Aufgrund des vorhandenen genotoxischen Potentials der Öle 1 und 2 nach dem Oxidationstest 
im umu‐Test wurde zusätzlich das mutagene Potential der 100 g/l‐Eluate im Ames‐Fluktuations‐
test untersucht.  In Tabelle 3‐20 sind NOEC und LOEC als Ergebnis dargestellt. Die einheitliche 
NOEC  von  „Öl 2‐oxi mit  ≥ 50 %  und  zugehöriger  LOEC > 50 %,  entspricht  der  höchsten  Eluat‐
konzentration von 50 % im Test für TA 98 und TA 100, sowohl mit und ohne metabolische Akti‐
vierung.  Für die Probe  „Öl 1‐oxi“ wird  für TA 98+ eine NOEC  von 6,25 % mit einer  LOEC  von 
12,5 % ermittelt. Für den Bakterienstamm TA 100+ wird eine NOEC von 12,5 % mit einer LOEC 
von  25 %  berechnet.  Trotz  der  niedrigen  NOEC  wird  für  TA 98+  und  TA 100+  keine  Dosis‐
Wirkungs‐Beziehung ermittelt, da nicht alle Konzentrationen von 3,13‐50 % signifikant gegen‐
über der Negativkontrolle  sind. Die beiden untersuchten 100 g/l‐Eluate besitzen  somit  keine 
mutagene Wirkung auf die Bakterinenstämme TA 98 und TA 100, weder mit noch ohne meta‐
bolische Aktivierung. Die statistische Auswertung von „Öl 1‐oxi“ und „Öl 2‐oxi“ zur Ermittlung 
der NOEC sowie die Überprüfung auf Signifikanz der einzelnen Konzentrationen gegenüber der 
Negativkontrolle ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.2, Tabelle 7‐12 und Tabelle 7‐13). 
Tabelle 3‐20:  NOEC und  LOEC  [%]  der  100 g/l‐Eluate der Öle 1  und  2  aus dem Oxidationstest mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
 
 
NOEC [%]  LOEC [%] 
TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+  TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+ 
Öl 1‐oxi  ≥ 50  6,25  ≥ 50  12,5  > 50  12,5  > 50  25 
Öl 2‐oxi  ≥ 50  ≥ 50  ≥ 50  ≥ 50  > 50  > 50  > 50  > 50 
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AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Die biologische Abbaubarkeit der Öle 1 und 2 nach ihrem Einsatz im Oxidationstest ist in Abbil‐
dung 3‐21 dargestellt. Nach 28 Tagen kann für die oxidierten Öle ein gutes Abbauverhalten mit 
über 60 % bestimmt werden. Die Oxidation der Öle und die damit einhergehende starke öko‐ 
und genotoxische Wirkung zeigen somit keinen Einfluss auf ihre aerobe biologische Abbaubar‐
keit. 
 
Abbildung 3‐21:  Aerobe biologische Abbaubarkeit der Öle 1 und 2 aus dem Oxidationstest 
 
 
3.2.2 Alterungsverhalten durch tribologische Anwendung im Alterungsprüfstand I 
Zur Untersuchung des Alterungsverhaltens durch tribologische Anwendung von Öl 1 und Öl 2, 
unter  realistischen  Bedingungen,  wurden  diese  im  Alterungsprüfstand I  untersucht  (siehe 
Kap. 2.2.2). Bei der Darstellung der  Ergebnisse wird  zwischen der Anwendung  im  konventio‐
nellen Tribosystem (Stahl‐Messing) und im umweltfreundlichen Tribosystem (Stahl‐ZrCg) unter‐
schieden (siehe Tabelle 1‐4). 
3.2.2.1 Konventionelles Tribosystem: Stahl‐Messing‐Paarung 
In Abbildung 3‐22 sind die Verläufe der kinematischen Viskosität bei 40 °C, der Neutralisations‐
zahl  und  des Wassergehaltes  von Öl 2 mit  zunehmender Gebrauchsdauer,  im Alterungsprüf‐
stand I mit  der  Stahl‐Messing‐Paarung  dargestellt.  Die  starke  Zunahme  des Wassergehaltes 
Die  künstliche Oxidation der  einfachen  synthetischen  Ester durch  ihren  Einsatz  im Oxida‐
tionstest führt zu einer starken öko‐ und genotoxischen als auch zytotoxischen Wirkung, die 
in Abhängigkeit hoher DOC‐Gehalte auftritt. Die vorhandene Zytotoxizität der 100 g/l‐Eluate 
im umu‐Test findet sich im Ames‐Fluktuationstest mit dem TA 98‐Stamm in weitaus höheren 
Konzentrationen wieder. Die WSF der oxidierten Schmierstoffe haben jedoch keine mutage‐
ne Wirkung. Die künstliche Oxidation der einfachen synthetischen Ester hat keinen Einfluss 
auf ihre biologische Abbaubarkeit. 
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nach einer Gebrauchsdauer von 0,75 h ist auf Vermischungen mit Ölresten im Prüfstand zurück‐
zuführen, die in hydraulischen Anlagen unvermeidbar sind. Der Alterungsprüfstand läuft solan‐
ge, bis die Viskosität um 20 % angestiegen  ist. Während der ersten 300 h  sind keine wesent‐
lichen Änderungen erkennbar. In dieser Zeit bilden sich erste gealterte Moleküle, die den Alte‐
rungsprozess  beschleunigen.  Der Wassergehalt  sinkt mit  Zunahme  der  Gebrauchsdauer  ab. 
Durch  die  Prüfstandstemperatur  von  ׽60 °C  verdunstet  das Wasser  kontinuierlich  und wird 
durch den belüfteten Tank aus dem Kreislauf ausgetragen. Das noch enthaltene Wasser  rea‐
giert mit dem synthetischen Ester und verschiebt das Hydrolysegleichgewicht. Die dabei gebil‐
dete Säure schlägt sich  in einem  leichten Anstieg der Neutralisationszahl nieder. Von der Aus‐
gangsprobe nach 0,75 h und der Endprobe nach 1005 h wurden WSF hergestellt (siehe Kap. 2.3) 
und auf ihre Öko‐ und Genotoxizität sowie auf Metalleinträge untersucht. Der Verlauf der Ölal‐
terung von Öl 1 im Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung ist dem Anhang zu ent‐
nehmen  (Kap. 7.2, Abbildung 7‐18). Die Endprobe  zur Herstellung des 100 g/l‐Eluates beträgt 
für Öl 1 nur 462 h. 
 
Abbildung 3‐22:  Verlauf der Ölalterung von Öl 2  im Alterungsprüfstand I [Quelle: Bressling et al. 2009, 
Schumacher et al. 2010]; neu = ungebraucht  
In  Tabelle  3‐21  sind  die  chemisch‐physikalischen  Daten  der  100 g/l‐Eluate  der  gebrauchten 
Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I dargestellt. Zum Vergleich werden die für beide Öle 
bereits dargestellten Daten nach der Synthese (Öl 1‐neu = 0 h, Öl 2‐neu = 0 h) immer mit aufge‐
führt (siehe Kap. 3.1.2). Die in den Alterungsprüfstand I eingesetzten ungebrauchten Öle 1 und 
2 entsprechen somit einer Gebrauchsdauer von 0 h und werden nachfolgend so kodiert. 
Die Alterung der ungebrauchten Öle 1 und 2 (0 h) durch tribologische Anwendung im Alterungs‐
prüfstand I,  führt zu einer Abnahme des pH‐Wertes und einer Zunahme der Leitfähigkeit und 
des DOC‐Gehaltes in den 100 g/l Eluaten. Öl 1 zeigt jedoch nach dem Gebrauch von 462 h einen 
Anstieg des pH‐Wertes von 4,1 auf 5,0. Die pH‐Werte nach 0,75 h  sind  für beide Öle nahezu 
gleich. Die Endprobe von Öl 2 nach 1005 h weist  trotz doppelt  so hoher Gebrauchsdauer mit 
einem Wert von 77,3 µS/cm eine ähnliche Leitfähigkeit wie die Endprobe von Öl 1 nach 462 h 
(84,7 µS/cm) auf. 
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Tabelle 3‐21:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 nach  tribologischer 
Anwendung im Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Öl 1‐0 h (= Öl 1‐neu)  4,1  37,0  96,06 
Öl 1‐0,75 h  4,3  31,8  108,0 
Öl 1‐462 h  5,0  84,7  208,0 
Öl 2‐0 h (= Öl 2‐neu)  5,0  12,8  42,62 
Öl 2‐0,75 h  4,4  14,9  50,06 
Öl 2‐1005 h  4,2  77,3  235,0 
Ähnliche  Ergebnisse  werden  auch  für  die  DOC‐Gehalte  der  100 g/l‐Eluate  nach  462 h  mit 
208 mg/l und nach 1005 h mit 235 mg/l, so dass ähnliche Löslichkeitsverhältnisse vorliegen soll‐
ten. Für die Öle 1 und 2 zeigen sich nach  ihrer  jeweiligen Gebrauchsdauer von 0,75 h geringe 
Unterschiede in der Leitfähigkeit und dem DOC‐Gehalt im Vergleich zu 0 h. 
ÖKOTOXIZITÄT 
Die in Abbildung 3‐23 dargestellten 100 g/l‐Eluate des gebrauchten Öls 1 nach 0,75 h und 462 h 
zeigen  im  Zellvermehrungshemmtest mit  P. putida  eine  deutliche  Abnahme  des  EL50‐Wertes 
von > 50 %  (0 h)  auf 7,4 %  (462 h) über die Gebrauchsdauer.  Im Gegensatz dazu bewirkt die 
zunehmende Gebrauchsdauer  im Zellvermehrungshemmtest mit V. fischeri eine Abnahme der 
ausgehenden Ökotoxizität von 9,4 %  (0 h) auf > 50 %  (462 h). Aufgrund der ähnlichen Löslich‐
keitsverhältnisse der 100 g/l‐Eluate nach 0 h und 0,75 h wird keine Zunahme der bereits vor‐
handenen  ökotoxischen Wirkung  des  ungebrauchten Öls 1  für  den  Algen‐  und Daphnientest 
sowie den Lumineszenz‐Hemmtest ermittelt. Nach 462 h zeigt sich  für den Algentest eine Zu‐
nahme  der  Ökotoxizität  mit  einem  EL50‐Wert  von  3 %.  Im  Daphnientest  kann  mit  einem 
EL50‐Wert von 30,9 % keine wesentliche Veränderung der ökotoxischen Wirkung von Öl 1 nach 
462 h Gebrauchsdauer beobachtet werden. 
 
Abbildung 3‐23:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate von Öl 1 aus dem Al‐
terungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung  im Algen‐ und Daphnientest  sowie 
in drei bakteriellen Testsystemen 
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Das  in Abbildung 3‐24 dargestellte Öl 2  im Alterungsprüfstand I  zeigt nach 0,75 h Gebrauchs‐
dauer keine Beeinflussung der Ökotoxizität im Daphnientest und den beiden Zellvermehrungs‐
hemmtests bei maximaler Eluatkonzentration.  Lediglich der Algentest nach 0,75 h weist eine 
zunehmende Toxizität mit einem EL50‐Wert von 24,7 % auf. 
 
Abbildung 3‐24:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate von Öl 2 aus dem Al‐
terungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung  im Algen‐ und Daphnientest  sowie 
in drei bakteriellen Testsystemen 
Das 100 g/l‐Eluat nach 1005 h besitzt  im Algen‐ und  im Zellvermehrungshemmtest  (P. putida) 
EL50‐Werte < 5 % Eluat. Der Zellvermehrungshemmtest mit V. fischeri  zeigt mit 38 % nur eine 
geringe ökotoxische Wirkung. Für den Daphnientest wird ein EL50‐Wert von 24,2 % ermittelt. 
Das bereits vom neu synthetisierten Produkt (0 h) ausgehende ökotoxische Potential  im Lumi‐
neszenz‐Hemmtest wird durch die tribologische Langzeitanwendung von 1005 h  im Alterungs‐
prüfstand I verstärkt. 
GENOTOXIZITÄT 
Die Überprüfung der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I im umu‐Test 
ergibt  keine Genototoxizität  dieser mit  Induktionsraten  < 1,5  und Wachstumsfaktoren  ≥ 0,5. 
Somit wird für alle getesteten WSF jeweils ein DLI‐Wert von 1,5 mit und ohne metabolische Ak‐
tivierung angegeben. Das bereits vom Produkt (0 h) ausgehende dargestellte genotoxische Po‐
tential  ohne  metabolische  Aktivierung  (Abbildung  7‐1)  ist  nach  einer  Gebrauchsdauer  von 
0,75 h mit einer Induktionsrate von 1,41 nicht mehr nachweisbar. 
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Tabelle 3‐22:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert  mit  (+S9)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (‐S9)  der  100 g/l‐Eluate  der 
Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 1‐0 h  3  1,72  0,95  +  1,5  1,11  0,97  ‐ 
Öl 1‐0,75 h  1,5  1,41  1,01  ‐  1,5  1,15  1,02  ‐ 
Öl 1‐462 h  1,5  0,96  1,05  ‐  1,5  1,11  0,91  ‐ 
Öl 2‐0 h  1,5  1,07  1,06  ‐  1,5  1,10  0,94  ‐ 
Öl 2‐0,75 h  1,5  1,02  1,20  ‐  1,5  1,04  1,08  ‐ 
Öl 2‐1005 h  1,5  1,02  0,99  ‐  1,5  1,23  0,78  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
In Abbildung 3‐25 ist der Abbau der Öle 1 und 2 nach ihrer tribologischen Anwendung im Alte‐
rungsprüfstand I im Vergleich zum neu synthetisierten Produkt (0 h) dargestellt. Nach 28 Tagen 
kann für das gebrauchte Öl 1 nach 0,75 h und 462 h ein gutes Abbauverhalten mit durchschnitt‐
lich 60 % bestimmt werden. 
Öl 2 weist  im Gegensatz zu 0,75 h mit 62 %, nach 1005 h eine  leichte Beeinträchtigung  in sei‐
nem Abbau auf. Unter Berücksichtigung des CO2/ThCO2‐Verhältnisses, der als zusätzliche Bestä‐
tigung des BSB/ThSB dient, ist jedoch eine gute biologische Abbaubarkeit von mindestens 60 % 
nach 1005 h gegeben. Die Alterung der Öle durch tribologische Anwendung  im Alterungsprüf‐
stand I zeigt somit keinen Einfluss auf das Abbauverhalten dieser. 
 
Abbildung 3‐25:  Aerobe biologische Abbaubarkeit der Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der 
Stahl‐Messing‐Paarung 
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METALLGEHALT IM ÖL 
Zur  Identifikation und Quantifizierung der Metalle wurden die Metallgehalte der ungebrauch‐
ten Öle 1 und 2 und der  gebrauchten Öle  aus dem Alterungsprüfstand I, nach einem Mikro‐
wellenaufschluss mittels ICP‐MS analysiert (siehe Kap. 2.6.4). Da durch die Anwendung im kon‐
ventionellen Tribosystem hauptsächlich ein Abrieb der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink als 
Bestandteil der Stahl‐Messing‐Paarung in das Öl erfolgt, wurde die Analytik auf diese Elemente 
beschränkt.  In Abbildung 3‐26 sind die Metallgehalte von der Ausgangsprobe nach 0,75 h mit 
zunehmender Gebrauchsdauer bis zur Endprobe nach 462 h von Öl 1 aus dem Alterungsprüf‐
stand I dargestellt. Der Metallgehalt nimmt für die Elemente Blei, Eisen und Zink bis zur maxi‐
malen Gebrauchsdauer  zu. Der Kupfergehalt  im Öl 1  zeigt  jedoch  keine  Zunahme durch den 
Gebrauch. Der Bleigehalt steigt von 3,2 µg/g nach 0,75 h bis auf 57,1 µg/g nach 462 h an. Die 
Metallkonzentration für Eisen liegt nach 462 h mit 59,2 µg/g  im Bereich der Bleikonzentration. 
Der höchste Metallgehalt wird für Zink mit 159,5 µg/g nach 462 h ermittelt, der im Vergleich zu 
15,4 µg/g nach 0,75 h Gebrauchsdauer zehnmal höher  ist. Die Metallkonzentrationen des un‐
gebrauchten Öls 1  liegen unterhalb der  jeweiligen Nachweisgrenze und  sind daher nicht gra‐
fisch dargestellt (Cu < 0,4 µg/g; Pb < 0,25 µg/g; Fe < 0,6 µg/g; Zn < 6 µg/g). 
 
Abbildung 3‐26:  Metallgehalt [µg/g] von Kupfer, Blei, Eisen und Zink mit zunehmender Gebrauchsdauer 
von Öl 1 im Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung  
In Abbildung 3‐27 sind die Metallgehalte von Öl 2 aus dem Alterungsprüfstand I, von der Aus‐
gangsprobe nach 0,75 h bis zur Endprobe nach 1005 h dargestellt. Wie für Öl 1 wird eine Erhö‐
hung der Metallgehalte in Abhängigkeit der Gebrauchsdauer ermittelt. Die Konzentrationen für 
Kupfer, Blei, Eisen und Zink steigen von 0,75 h bis 1005 h signifikant an. Der Kupfergehalt steigt 
von 0,8 µg/g bis auf nur 6,4 µg/g nach 1005 h an. Die Konzentrationen für Blei und Eisen zeigen 
nach 1005 h mit 23,2 µg/g und 30,7 µg/g ähnliche Werte. Der höchste Wert wird  für Zink mit 
einem Gehalt von 130,7 µg/g ermittelt, der nach 1005 h zehnmal höher  ist als nach 0,75 h mit 
13,5 µg/g. Die Metallkonzentrationen des ungebrauchten Öls 2  liegen wie  für Öl 1 unterhalb 
der jeweiligen Nachweisgrenze. 
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Abbildung 3‐27:  Metallgehalt [µg/g] von Kupfer, Blei, Eisen und Zink mit zunehmender Gebrauchsdauer 
von Öl 2  im Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung  [Quelle: Bressling et 
al. 2009, Schumacher et al. 2010] 
METALLGEHALT IM ELUAT 
Mit den 100 g/l‐Eluaten der ungebrauchten Öle 1 und 2 sowie ihrer Ausgangs‐ und Endproben 
aus dem Alterungsprüfstand I, wurde ebenfalls eine Metallanalytik  für Kupfer, Blei, Eisen und 
Zink  durchgeführt,  um  die  für  die  aquatische  Toxizität  relevanten Metallkonzentrationen  zu 
überprüfen.  
Tabelle 3‐23:  Metallgehalt  [µg/l]  von Kupfer, Blei, Eisen und Zink  in den 100 g/l‐Eluaten der Öle 1 
und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung 
  Kupfer  Blei  Eisen  Zink 
Öl 1‐0 h  < 2  < 2  < 8  < 50 
Öl 1‐0,75 h  31,6  191,0  28,5  1671,4 
Öl 1‐462 h  38,6  153,3  23,5  14013,2 
Öl 2‐0 h  < 2  < 2  < 8  < 50 
Öl 2‐0,75 h  15,8  54,0  21,9  1209,1 
Öl 2‐1005 h  602,1  694,1  708,3  11004,8 
Äquivalent  dem  Konzentrationsanstieg  der  Metalle  im  Öl 2  nach  1005 h  ist  auch  für  das 
100 g/l‐Eluat  eine  Zunahme  der Metallgehalte  durch  die  Gebrauchsdauer  zu  erkennen. Öl 1 
zeigt nach 462 h nur  für Zink mit 14013,2 µg/l einen höheren Wert durch den Gebrauch und 
besitzt damit eine ähnliche Zinkkonzentration wie das 100 g/l‐Eluat nach 1005 h von Öl 2 mit 
11004,8 µg/l. Die Konzentrationen für Kupfer, Blei und Eisen liegen nach 1005 h im Bereich von 
602,1‐708,3 µg/l. Die mit  in der Tabelle aufgeführten 100 g/l‐Eluate der ungebrauchten Öle 1 
und 2 (0 h) verfügen über Metallkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen. 
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WÄSSRIG VERFÜGBARER METALLGEHALT 
Mittels  ICP‐MS konnte gezeigt werden, dass die Metalle bei der Elution unterschiedlich  in die 
wässrige Phase übergehen. Um die wässrige Verfügbarkeit der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und 
Zink näher zu bestimmen, wurde der wässrig  lösliche Anteil dieser  in den 100 g/l‐Eluaten be‐
rechnet (siehe Kap. 2.6.4). Dafür wurden die Metallkonzentrationen  im Öl auf die gesamte Öl‐
einwaage von 90 g hochgerechnet, um die Gesamtmasse des jeweiligen Metalls im Öl zu erhal‐
ten. Die Metallkonzentrationen der 100 g/l‐Eluate wurden auf 900 ml Wasser, das dem einge‐
setzten Volumen  zur Herstellung der WSF entspricht,  runter gerechnet. Die genauen Berech‐
nungen dazu sind dem Anhang zu entnehmen  (Kap. 7.2, Tabelle 7‐14). Die Ergebnisse der Be‐
rechnungen für Öl 1 und Öl 2 sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 
Tabelle 3‐24:  Wässrig verfügbarer Anteil  [%] der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink  in den 100 g/l‐
Eluaten der Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐Paarung 
  Wässrig verfügbarer Metallanteil [%] 
Kupfer  Blei  Eisen  Zink 
Öl 1‐0,75 h  88,0  58,8  33,8  107,8 
Öl 1‐462 h  48,4  2,7  0,4  87,9 
Öl 2‐0,75 h  88,9  36,6  32,4  55,2 
Öl 2‐1005 h  93,2  29,6  22,9  15,4 
Die Untersuchungen zur Verfügbarkeit der Metalle aus den Ölen zeigen, dass ein signifikanter 
Anteil  in die wässrige Phase übergeht. Öl 1 und Öl 2 weisen trotz  identischer Gebrauchsdauer 
von 0,75 h deutliche Unterschiede bezüglich der Verfügbarkeit von Blei und Zink auf. Im Gegen‐
satz  dazu  zeigt  die  in  der  Tabelle markierte  Verfügbarkeit  von  Kupfer  und  Eisen  in  beiden 
Eluaten gleiche Gehalte mit 88 % und durchschnittlich 33 %. Das 100 g/l‐Eluat von Öl 1 besitzt 
nach 0,75 h generell höhere Metallgehalte als nach 462 h. Die höchste Verfügbarkeit zeigt Zink 
mit  87,9 %  (462 h)  und  107,8 %  (0,75 h).  Das  100 g/l‐Eluat  von Öl 2  besitzt  nach  0,75 h mit 
55,2 % einen halb so hohen Zinkgehalt wie Öl 1. Ebenso liegt der Zinkgehalt nach 1005 h nur bei 
15,4 %. Die höchste Verfügbarkeit wird für Kupfer mit Werten von 88,9 % und 93,2 % ermittelt. 
Der Metallanteil für Blei und Eisen liegt bei über 30 % nach 0,75 h und zeigt nach 1005 h keine 
Erhöhung. Beide Öle besitzen  für Kupfer und Zink die höchste Verfügbarkeit, die  für Blei und 
Eisen deutlich geringer ist. 
 
Durch die Anwendung einfacher  synthetischer Ester  im konventionellen Tribosystem kann 
ein  gebrauchsbedingter Einfluss  auf die ökotoxische Wirkung biogener Hydraulik‐Schmier‐
stoffe nachgewiesen werden. Die höchste Toxizität tritt dabei in Abhängigkeit der höchsten 
DOC‐Gehalte  in den 100 g/l‐Eluaten nach 462 h und 1005 h auf. Die Metallkonzentrationen 
steigen mit zunehmender Gebrauchsdauer der Schmierstoffe an, wobei Zink vorherrschen‐
des Element  ist. Die WSF nach 0,75 h besitzen  trotz höchster Verfügbarkeiten von Kupfer 
und  Zink  nicht  die  höchste Ökotoxizität. Die Anwendung  im  konventionellen  Tribosystem 
führt nicht zur genotoxischen Wirkung der WSF und hat keinen Einfluss auf die biologische 
Abbaubarkeit einfacher synthetischen Ester. 
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3.2.2.2 Umweltfreundliches Tribosystem: Stahl‐ZrCg‐Paarung 
Für  die Untersuchungen  im  umweltfreundlichen  Tribosystem  (Stahl‐ZrCg),  konnten  die  unge‐
brauchten Öle 1 und 2 aufgrund des defekten Alterungsprüfstands I erst nach einjähriger Lage‐
rung bei Raumtemperatur eingesetzt werden. Daher werden die Gebrauchtproben mit den be‐
reits dargestellten Daten  im Rahmen der Untersuchungen zur natürlichen Oxidation durch La‐
gerung verglichen (siehe Kap. 3.2.1.1). Die in den Alterungsprüfstand I eingesetzten Öle 1 und 2 
(= „1  Jahr‐RT“) entsprechen somit einer Gebrauchsdauer von 0 h und werden nachfolgend so 
kodiert.  In  der  folgenden  Tabelle  sind  die  chemisch‐physikalischen  Daten  der  100 g/l‐Eluate 
nach 0,75 h (Öl 1) und 498 h (Öl 2) Gebrauchsdauer dargestellt. 
Tabelle 3‐25:  Chemisch‐physikalische  Daten  der  100 g/l‐Eluate  der  Öle 1  und  2  nach  tribologischer 
Anwendung im Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Öl 1‐0 h (= 1 Jahr‐RT)  4,0  90,1  163,26 
Öl 1‐0,75 h  3,9  98,6  141,39 
Öl 2‐0 h (= 1 Jahr‐RT)  3,7  110,0  126,20 
Öl 2‐498 h  3,8  107,8  196,18 
Die Öle 1 und 2 zeigen nach ihrer jeweiligen Gebrauchsdauer nur geringe Unterschiede im pH‐
Wert und der Leitfähigkeit der 100 g/l‐Eluate  im Vergleich zu 0 h. Beide Öle weisen mit einem 
pH‐Wert von 3,9 (0,75 h) und 3,8 (498 h) trotz unterschiedlicher Gebrauchsdauer nahezu glei‐
che Werte  auf.  Öl 1  zeigt  nach  dem  Gebrauch  einen  leichten  Anstieg  der  Leitfähigkeit  von 
90,1 µS/cm  auf  98,6 µS/cm.  Für Öl 2 wird mit  107,8 µS/cm  keine  Erhöhung  der  Leitfähigkeit 
durch die höhere Gebrauchsdauer ermittelt.  Im Gegensatz dazu  findet  jedoch eine Erhöhung 
des DOC‐Gehaltes von 126,2 mg/l auf 196,18 mg/l statt. Das 100 g/l‐Eluat von Öl 1 weist nach 
der Gebrauchsdauer von 0,75 h eine Abnahme des DOC‐Gehaltes mit 141,39 mg/l auf. 
ÖKOTOXIZITÄT 
Die in Abbildung 3‐28 dargestellten 100 g/l‐Eluate der gebrauchten Öle 1 und 2 nach 0,75 h und 
498 h zeigen in allen Biotests eine starke Abnahme ihres, bereits durch die einjährige Lagerung 
bei RT vorhandenen, ökotoxischen Potentials. Alle EL50‐Werte sind nach tribologischer Anwen‐
dung um mindestens 50 % höher als im Vergleich zu 0 h. Die höchste Abnahme der Ökotoxizität 
wird  für  Öl 2  nach  498 h  mit  einem  EL50‐Wert > 50 %  im  Zellvermehrungshemmtest  mit 
V. fischeri  ermittelt. Öl 2 besitzt  trotz  seiner weitaus höheren Gebrauchsdauer  im Alterungs‐
prüfstand I im Vergleich zu Öl 1 die geringere Ökotoxizität. 
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Abbildung 3‐28:  EL50‐Werte  [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate der Öle 1 und 2 aus 
dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung  im Algen‐ und Daphnientest so‐
wie in drei bakteriellen Testsystemen 
GENOTOXIZITÄT 
Untersuchungen  zur Genotoxizität  der  100 g/l‐Eluate  im  umu‐Test  zeigen  übereinstimmende 
Ergebnisse mit der Ökotoxizität. Das bereits durch die einjährige Lagerung bei RT vorhandene 
zytotoxische  Potential  (‐S9)  der  Öle 1  und  2  zeigt  durch  die  tribologische  Anwendung  nach 
0,75 h und 498 h eine deutliche Abnahme. Im Vergleich zu 0 h mit einem DLI‐Wert von 12 (‐S9) 
und einem WF < 0,5, wird für Öl 1 nach 0,75 h ein DLI‐Wert von 6 (‐S9) und ein WF ≥ 0,5 ermit‐
telt, so dass ohne metabolische Aktivierung nur noch die Hälfte des genotoxischen Potentials 
besteht. Die  grafische Darstellung  dazu  ist  dem  Anhang  zu  entnehmen  (Kap. 7.2,  Abbildung 
7‐19). Öl 2 besitzt trotz 498 h Gebrauchsdauer, mit einer  IR < 1,5 und einem WF ≥ 0,5 mit und 
ohne metabolische Aktivierung keine Geno‐ und Zytotoxizität mehr. 
Tabelle 3‐26:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert  mit  (+S9)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (‐S9)  der  100 g/l‐Eluate  der 
Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Öl 1‐0 h  12  9,77  0,38  ++  1,5  1,36  0,93  ‐ 
Öl 1‐0,75 h  6  1,96  0,82  +  1,5  1,34  0,92  ‐ 
Öl 2‐0 h  12  11,00  0,34  ++  3  1,84  0,82  + 
Öl 2‐498 h  1,5  1,04  0,89  ‐  1,5  1,06  0,83  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch; ++ genotoxisch und zytotoxisch 
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AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Abbildung 3‐29  stellt das Abbauverhalten der gelagerten Öle 1 und 2 nach  tribologischer An‐
wendung mit der  Stahl‐ZrCg‐Paarung dar. Unter Berücksichtigung der  Standardabweichungen 
für BSB/ThSB und CO2/ThCO2 wird für das gebrauchte Öl 1 nach 0,75 h ein gutes Abbauverhal‐
ten mit mindestens 60 % innerhalb von 28 Tagen ermittelt. Öl 2 zeigt mit 66 % keine Verände‐
rung in der biologischen Abbaubarkeit durch die Gebrauchsdauer von 498 h. 
 
Abbildung 3‐29:  Aerobe biologische Abbaubarkeit der Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der 
Stahl‐ZrCg‐Paarung 
METALLGEHALT IM ÖL 
Wie für die Gebrauchtöle nach tribologischer Anwendung mit der Stahl‐Messing‐Paarung, wur‐
de auch der Metalleintrag durch die Stahl‐ZrCg‐Paarung  in den Ölen 1 und 2 überprüft. Dafür 
wurde  die  bereits  angewandte  ICP‐MS‐Analytik  zur  Untersuchung  des  konventionellen 
Tribosystems um das Element Zirkonium als Bestandteil der entwickelten ZrCg‐Schicht erwei‐
tert.  In Abbildung  3‐30  sind  die Metallgehalte  von Öl 1  und Öl 2  nach  0,75 h  und  498 h Ge‐
brauchsdauer mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung dargestellt. 
Wie bereits für die Untersuchungen mit der Stahl‐Messing‐Paarung dargestellt (Abbildung 3‐26 
und Abbildung 3‐27), wird eine Erhöhung der Metallgehalte in den Ölen 1 und 2 in Abhängigkeit 
der Gebrauchsdauer  ermittelt. Den  niedrigsten Gehalt  zeigt  Kupfer mit  0,5 µg/g  nach  0,75 h 
und 1,4 µg/g nach 498 h. Die Metallkonzentrationen für Blei und Eisen zeigen nach 0,75 h mit 
4,4 µg/g und 3,7 µg/g  im Öl 1 ähnliche Werte. Nach 498 h  sind die Blei‐ und Eisengehalte  im 
Öl 2 mit 11,9 µg/g und 7,1 µg/g nur geringfügig höher als nach 0,75 h. Der höchste Wert wird 
für Zink mit einem Gehalt von 55,2 µg/g nach 498 h ermittelt. Die Metallkonzentrationen der 
ungebrauchten Öle 1 und 2 (0 h)  liegen unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze und sind da‐
her  nicht  grafisch  dargestellt  (Cu < 0,4 µg/g;  Pb < 0,25 µg/g;  Fe < 0,6 µg/g;  Zn < 6 µg/g).  Des 
Weiteren wird für die Quantifizierung des Metallgehaltes Zirkonium kein Eintrag in das Öl nach 
0,75 h und 498 h ermittelt, da die Werte unterhalb der Nachweisgrenze (Zr < 0,25 µg/g) liegen. 
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Abbildung 3‐30:  Metallgehalt  [µg/g] von Kupfer, Blei, Eisen und Zink  im Öl 1 aus dem Alterungsprüf‐
stand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung 
METALLGEHALT IM ELUAT 
Äquivalent zum Metallgehalt  im Öl  ist auch für die 100 g/l‐Eluate eine Zunahme der Metallge‐
halte  durch  die  Gebrauchsdauer  zu  erkennen.  Kupfer  stellt  mit  45,2 µg/l  nach  0,75 h  und 
106,8 µg/l nach 498 h auch  im Eluat die kleinste Metallkonzentration dar. Die Blei‐ und Eisen‐
gehalte  liegen nach 498 h mit 590,7 µg/l und 366 µg/l doppelt  so hoch wie nach 0,75 h. Der 
höchste Metallgehalt wird, wie mit  der  Stahl‐Messing‐Paarung,  für  Zink mit  4511 µg/l  nach 
498 h ermittelt. Die 100 g/l‐Eluate der ungebrauchten Öle 1 und 2 (0 h) verfügen über Metall‐
konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen  (Cu, Pb, Zr < 2 µg/l; Fe < 8 µg/l; Zn < 50 µg/l) 
und sind daher nicht grafisch dargestellt. 
 
Abbildung 3‐31:  Metallgehalt  [µg/l]  von Kupfer, Blei, Eisen und Zink  in den 100 g/l‐Eluaten der Öle 1 
und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung 
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WÄSSRIG VERFÜGBARER METALLGEHALT 
Die Ergebnisse der Berechnungen des wässrig verfügbaren Metallgehaltes für Öl 1 und Öl 2 sind 
in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst. Die genauen Berechnungen zum Metallgehalt 
im Öl und im Eluat, unter Berücksichtigung der genauen Öleinwaage und des eingesetzten Vo‐
lumens, sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.2, Tabelle 7‐15). 
Tabelle 3‐27:  Wässrig verfügbarer Anteil  [%] der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink  in den 100 g/l‐
Eluaten der Öle 1 und 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung 
  Wässrig verfügbarer Metallanteil [%] 
Kupfer  Blei  Eisen  Zink 
Öl 1‐0,75 h  86,9  60,5  38,5  89,3 
Öl 2‐498 h  73,7  49,8  51,3  81,7 
Die Untersuchungen zur Verfügbarkeit der Metalle aus den Ölen zeigen, dass ein signifikanter 
Anteil  in die wässrige Phase übergeht. Öl 1 und Öl 2 weisen  trotz  ihrer unterschiedlichen Ge‐
brauchsdauer ähnliche Werte  für Kupfer und Zink auf. Das 100 g/l‐Eluat von Öl 1 besitzt nach 
0,75 h höhere wässrig verfügbare Metallgehalte für Kupfer, Blei und Zink, als das 100 g/l‐Eluat 
von Öl 2 nach 498 h. Die höchste Verfügbarkeit wird für Kupfer und Zink mit 86,9 % und 89,3 % 
nach 0,75 h ermittelt. Der Metallanteil für Blei und Eisen  liegt nach 498 h bei durchschnittlich 
50 %. Beide Öle besitzen für Kupfer und Zink, wie mit der Stahl‐Messing‐Paarung, die höchste 
Verfügbarkeit, die für Blei und Eisen geringer ausfällt. 
 
   
Die Anwendung einfacher synthetischer Ester  im umweltfreundlichen Tribosystem führt zu 
einer Abnahme des bereits durch Lagerungsprozesse vorhandenen öko‐ und genotoxischen 
Potentials.  Die  Abnahme  der  Toxizität  tritt  dabei mit  zunehmender Gebrauchsdauer  auf, 
obwohl ein Metalleintrag  in die Schmierstoffe durch  tribologische Anwendung  stattfindet. 
Die WSF nach 0,75 h und 498 h besitzen,  trotz  ähnlicher Verfügbarkeiten  von Kupfer und 
Zink, unterschiedliche Toxizitäten. Die Anwendung  im umweltfreundlichen Tribosystem hat 
keinen Einfluss auf die biologische Abbaubarkeit einfacher synthetischer Ester. 
E R G E B N I S S E  
 
105
3.3 Life Cycle Assessment einer komplexen Ester‐Mischung 
Das aus den nieder‐ und hochviskosen Ölen 3‐10 hergestellte Ölgemisch, als Produktgemisch 
für Hydraulikanwendungen, wurde  als  komplexe  Ester‐Mischung  hinsichtlich  ihres Alterungs‐
verhaltens im Life Cycle Assessment untersucht. Dabei wird zwischen der Alterung durch natür‐
liche und künstliche Oxidation und der Alterung durch tribologische Anwendung unterschieden.  
3.3.1 Alterungsverhalten durch oxidative Prozesse 
Zum Vergleich werden die für das Ölgemisch bereits dargestellten Daten bezüglich seiner Her‐
stellung aus den nieder‐ und hochviskosen Ölen („Ölgemisch‐neu“) immer mit aufgeführt (siehe 
Kap. 3.1.3). 
3.3.1.1 Natürliche Oxidation durch Lagerung 
Das Ölgemisch wurde wie die niederviskosen Öle 1 und 2 direkt nach der Herstellung ein Jahr 
bei 4 °C und bei Raumtemperatur  im Dunkeln gelagert. Zusätzlich wurde das Ölgemisch auch 
nach sechsmonatiger Lagerung bei RT untersucht. Aufgrund des zu geringen verbleibenden Öl‐
volumens konnte jedoch keine Lagerung bis zu zwei Jahren durchgeführt werden. Nachfolgend 
sind die chemisch‐physikalischen Daten nach der Lagerung dargestellt. 
Tabelle 3‐28:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches nach einjähriger Lage‐
rung bei 4 °C und Raumtemperatur (RT) sowie nach sechsmonatiger Lagerung (RT) 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
Ölgemisch‐neu  4,4  21,4  81,07 
1 Jahr‐4°C  4,2  40,9  100,46 
6 Monate‐RT  4,2  31,7  136,23 
1 Jahr‐RT  4,4  32,7  150,16 
Das gelagerte Ölgemisch zeigt wie nach seiner Herstellung pH‐Werte im sauren Bereich von 4,2 
bis 4,4. Es  ist keine Abnahme des pH‐Wertes  in Abhängigkeit von Temperatur und Lagerungs‐
zeit zu erkennen. Im Gegensatz zum pH‐Wert steigt der DOC‐Gehalt mit zunehmender Tempe‐
ratur und Lagerungszeit an. Der höchste DOC‐Wert, und somit die beste Löslichkeit, wird für die 
einjährige Lagerung bei Raumtemperatur mit einem Gehalt von 150,16 mg/l ermittelt. Das Öl‐
gemisch weist mit 31,7 µS/cm und 32,7 µS/cm gleiche Werte in der Leitfähigkeit nach der Lage‐
rung bei Raumtemperatur auf. 
ÖKOTOXIZITÄT 
Die  in Abbildung 3‐32 dargestellten 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches  zeigen bezüglich der ver‐
schiedenen  Lagerungen bei 4 °C und bei Raumtemperatur, eine Zunahme der Ökotoxizität  in 
Abhängigkeit der Temperatur und der Lagerungszeit. Die einjährige Lagerung bei RT bewirkt die 
höchste Ökotoxizität mit EL50‐Werten ≤ 21,5 % Eluat. Die sechsmonatige Lagerung bei RT zeigt 
keine  Beeinflussung  der  Ökotoxizität  im  Daphnientest  (EL50‐Wert > 90 %)  und  im  Zellver‐
mehrungshemmtest mit  V. fischeri  (EL50‐Wert > 50 %). Die  einjährige  Lagerung  bei  4 °C  führt 
nur zu einer geringen Abnahme der EL50‐Werte (≤ 20 %)  im Algen‐ und Daphnientest sowie  im 
Zellvermehrungshemmtest (P. putida) und stellt somit kein ökotoxisches Potential dar. Das be‐
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reits  vom  Produkt  („Ölgemisch‐neu“)  ausgehende  ökotoxische  Potential  im  Lumineszenz‐
Hemmtest wird durch die Lagerung verstärkt. Der dafür geringste EL50‐Wert wird für die Probe 
„1 Jahr‐RT“ mit 4,3 % Eluat ermittelt. 
 
Abbildung 3‐32:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches nach 
einjähriger  Lagerung  bei  4 °C und Raumtemperatur  (RT)  sowie  nach  sechsmonatiger 
Lagerung (RT) im Algen‐ und Daphnientest sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
GENOTOXIZITÄT 
Untersuchungen  zur Genotoxizität  im  umu‐Test  (Tabelle  3‐29)  zeigen  übereinstimmende  Er‐
gebnisse mit der Ökotoxizität. Die genotoxische Wirkung nimmt, ausgehend von der einjährigen 
Lagerung bei 4 °C, mit Zunahme der Temperatur und der Lagerungszeit zu. Der DLI‐Wert ohne 
metabolische Aktivierung erhöht sich von „1 Jahr‐4°C“ bis zu „1 Jahr‐RT“ jeweils um eine duale 
Verdünnungsstufe von 1,5 auf 6. Die vorhandene Genotoxizität ohne metabolische Aktivierung 
wird beim Ölgemisch nicht durch  auftretende  Zytotoxizität überlagert. Die  Lagerung bei 4 °C 
zeigt mit einer Induktionsrate von 1,10 (‐S9), keine genotoxische Wirkung.  
Tabelle 3‐29:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) der 100 g/l‐Eluate des Öl‐
gemisches nach einjähriger  Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur  (RT)  sowie nach 
sechsmonatiger Lagerung (RT) im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Ölgemisch‐neu  1,5  1,10  1,10  ‐  1,5  1,06  1,04  ‐ 
1 Jahr‐4°C  1,5  1,49  1,10  ‐  1,5  1,13  1,17  ‐ 
6 Monate‐RT  3  1,66  1,00  +  1,5  1,08  0,96  ‐ 
1 Jahr‐RT  6  6,29  0,49  +  1,5  1,07  1,03  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch;  
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Mit  metabolischer  Aktivierung  wird  für  die  einjährige  Lagerung  bei  4 °C  und  RT  sowie  die 
sechsmonatige Lagerung bei RT, keine Genotoxizität der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches ermit‐
telt. Alle Induktionsraten sind < 1,5 bei gültigen Wachstumsfaktoren ≥ 0,5. Daher wird für diese 
getesteten WSF ein DLI‐Wert  von  1,5  (+S9)  angegeben. Die Abbildungen der  Induktionsraten 
und Wachstumsfaktoren der 100 g/l‐Eluate des gelagerten Ölgemisches nach  sechs Monaten 
und einem  Jahr bei RT, sind dem Anhang zu entnehmen  (Kap. 7.3, Abbildung 7‐20 und Abbil‐
dung 7‐21). 
MUTAGENITÄT 
Aufgrund des vorhandenen genotoxischen Potentials im umu‐Test (‐S9) des gelagerten Ölgemi‐
sches bei RT wurde das mutagene Potential dieser 100 g/l‐Eluate im Ames‐Fluktuationstest mit 
den Bakterienstämmen TA 98 und TA 100 mit und ohne metabolische Aktivierung untersucht. 
In Tabelle 3‐30 sind NOEC und LOEC als Ergebnis dargestellt. Die ermittelte NOEC von ≥ 80 % 
mit zugehöriger LOEC > 80 %, entspricht der höchsten Eluatkonzentration von 80 % im Test für 
TA 98‐ und TA 98+ sowie für TA 100+. Für TA 100‐ wird eine NOEC von 50 % bestimmt. Die un‐
tersuchten  100 g/l‐Eluate  besitzen  jedoch  keine mutagene Wirkung,  da  die  Konzentrationen 
von  3,13‐80 %  nicht  signifikant  gegenüber  der Negativkontrolle  sind  und  daher  keine Dosis‐
Wirkungs‐Beziehung besteht. Die statistische Auswertung der beiden Proben zur Ermittlung der 
NOEC sowie die Überprüfung auf Signifikanz der einzelnen Konzentrationen gegenüber der Ne‐
gativkontrolle ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Tabelle 7‐17 und Tabelle 7‐18). 
Tabelle 3‐30:  NOEC und LOEC  [%] der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches nach sechsmonatiger und ein‐
jähriger  Lagerung  bei  Raumtemperatur  (RT) mit  (TA 98+/TA 100+)  und  ohne metabo‐
lische Aktivierung (TA 98‐/TA 100‐) im Ames‐Fluktuationstest 
  NOEC [%]  LOEC [%] 
TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+  TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+ 
6 Monate‐RT  ≥ 80  ≥ 80  50  ≥ 80  > 80  > 80  80  > 80 
1 Jahr‐RT  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  ≥ 80  > 80  > 80  > 80  > 80 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Die  verschiedenen  Lagerungen  des Ölgemisches  führen  zu  keiner  Beeinflussung  der  biologi‐
schen Abbaubarkeit. Alle gelagerten Proben besitzen nach 28 Tagen ein gutes Abbauverhalten 
von mindestens 70 %. Die grafische Darstellung dazu  ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, 
Abbildung 7‐22). 
 
   
Die natürliche Oxidation der komplexen Ester‐Mischung durch einjährige Lagerung bei 4 °C 
und RT  führt zu einer Zunahme der Öko‐ und Genotoxizität mit Zunahme der Temperatur 
und der Lagerungszeit. Die Toxizität korreliert dabei mit Zunahme der DOC‐Gehalte  in den 
100 g/l‐Eluaten  in Abhängigkeit der Lagerung. Eine mutagene Wirkung durch die Lagerung 
tritt  jedoch nicht auf. Die unterschiedlichen Lagerungsmethoden haben keinen Einfluss auf 
die biologische Abbaubarkeit der komplexen Ester‐Mischung. 
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3.3.1.2 Künstliche Oxidation im Oxidationstest 
Neben der natürlichen Oxidation durch Lagerung wurde das Ölgemisch im technischen Oxidati‐
onstest einer künstlichen Oxidation ausgesetzt, um seine Oxidationsstabilität zu untersuchen. 
Nachfolgend sind die chemisch‐physikalischen Daten des 100 g/l‐Eluates des oxidierten Ölgemi‐
sches sowie seine ermittelte Standzeit im Oxidationstest dargestellt. 
Tabelle 3‐31:  Chemisch‐physikalische Daten des 100 g/l‐Eluates des Ölgemisches aus dem Oxidati‐
onstest sowie dessen Standzeit im Oxidationstest 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l]  Standzeit [min] 
Ölgemisch‐neu  4,4  21,4  81,07  ‐ 
Ölgemisch‐oxi  3,6  134,0  228,86  28 
Die Anwendung  im Oxidationstest führt zu einer Abnahme des pH‐Wertes von 4,4 auf 3,6 des 
100 g/l‐Eluates. Die  Leitfähigkeit und der DOC‐Gehalt  zeigen mit Werten  von 134 µS/cm und 
228,86 mg/l für „Ölgemisch‐oxi“ eine deutliche Erhöhung gegenüber „Ölgemisch‐neu“. Das Öl‐
gemisch besitzt im Oxidationstest eine Standzeit von 28 min. 
ÖKOTOXIZITÄT 
In Abbildung 3‐33 sind die EL50‐Werte des 100 g/l‐Eluates des Ölgemisches nach Einsatz im Oxi‐
dationstest dargestellt. Für alle Biotests kann, bis auf den Daphnientest, eine starke Zunahme 
der  ökotoxischen Wirkung mit  EL50‐Werten  ≤ 3 %  Eluat  ermittelt werden.  Der  Daphnientest 
zeigt mit 8,3 % Eluat eine geringere Ökotoxizität. 
 
Abbildung 3‐33:  EL50‐Werte [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen des 100 g/l‐Eluates des Ölgemisches aus 
dem Oxidationstest  im Algen‐ und Daphnientest sowie  in drei bakteriellen Testsyste‐
men 
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GENOTOXIZITÄT 
Neben dem ökotoxischen Potential besitzt das 100 g/l Eluat des Ölgemisches nach dem Oxida‐
tionstest auch genotoxisches Potential im umu‐Test. In Tabelle 3‐32 sind die höchsten Indukti‐
onsraten mit zugehörigen Wachstumsfaktoren sowie der jeweilige DLI‐Wert mit (+S9) und ohne 
(‐S9)  metabolische  Aktivierung  dargestellt.  Nach  dem  Oxidationstest  besitzt  das  Ölgemisch 
DLI‐Werte von 24  (‐S9) und 6  (+S9). Das oxidierte Ölgemisch zeigt neben seiner starken geno‐
toxischen Wirkung mit einer Induktionsrate von 13,85 (‐S9), auch zytotoxische Wirkung mit ei‐
nem Wachstumsfaktor  von  0,27  (‐S9). Mit metabolischer Aktivierung wird  ein  genotoxisches 
Potential mit einer Induktionsrate von 2,57 und einem Wachstumsfaktor von 0,85 ermittelt. 
Tabelle 3‐32:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) des 100 g/l‐Eluates des Öl‐
gemisches aus dem Oxidationstest im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
Ölgemisch‐neu  1,5  1,10  1,10  ‐  1,5  1,06  1,04  ‐ 
Ölgemisch‐oxi  24  13,85  0,27  ++  6  2,57  0,85  + 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch; ++ genotoxisch und zytotoxisch 
In  Abbildung  3‐34  sind  die  Induktionsraten  und Wachstumsfaktoren  des  100 g/l‐Eluates  des 
Ölgemisches nach dem Oxidationstest dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die vorhandene Zy‐
totoxizität in den Verdünnungsstufen 1,5 bis 3 durch einen Wachstumsfaktor < 0,5 ohne meta‐
bolische Aktivierung. Eine genotoxische Wirkung, unter Berücksichtigung des WF ≥ 0,5, tritt ab 
Verdünnungsstufe 6 auf. 
 
Abbildung 3‐34:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des Ölgemisches aus dem Oxidationstest mit (+S9) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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ZYTOTOXIZITÄT UND MUTAGENITÄT 
Aufgrund  der  auftretenden  Zytotoxizität  des  100 g/l‐Eluates  des  oxidierten  Ölgemisches  im 
umu‐Test  (‐S9) wurde  diese  im  Ames‐Fluktuationstests mit  dem  Bakterienstamm  TA 98 mit 
(TA 98+) und ohne metabolische Aktivierung  (TA 98‐) überprüft.  In Abbildung 3‐35  ist die ge‐
messene  Zytotoxizität  dargestellt.  Die  Zytotoxizität  des  100 g/l‐Eluates  im  umu‐Test  ohne 
metabolische Aktivierung (Abbildung 3‐34), wird auch im Ames‐Fluktuationstest mit TA 98‐ ge‐
messen.  Es  kann  eine  Dosis‐Wirkungs‐Beziehung  ab  einer  Eluatkonzentration  im  Test  von 
6,25‐80 % (TA 98‐) mit 4,9‐58,8 % Zytotoxizität ermittelt werden. Im Gegensatz zum umu‐Test, 
wird mit metabolischer Aktivierung (TA 98+) ebenfalls eine zytotoxische Wirkung für den Bakte‐
rienstamm bestimmt. Hier zeigt sich eine Dosis‐Wirkungs‐Beziehung ab 25‐80 % mit einer Zyto‐
toxizität von 6,0‐53,3 %. Die grafische Darstellung der ermittelten Wachstumsfaktoren zur Be‐
rechnung der Zytotoxizität ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Abbildung 7‐23). Die ermit‐
telte Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates  im umu‐Test  (‐S9)  in den Verdünnungsstufen 1,5 und 3 
entspricht einer Eluatkonzentration von 33,3‐66,6 %, die im Bereich der ermittelten Zytotoxizi‐
tät für den Bakterienstamm TA 98‐ liegt. 
 
Abbildung 3‐35:  Zytotoxizität  [%]  des  100g/l‐Eluates  des  Ölgemisches  aus  dem  Oxidationstest  mit 
(TA 98+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐)  im  Ames‐Fluktuationstest; 
PC = Positivkontrolle 
Infolge  des  vorhandenen  genotoxischen  Potentials  des  oxidierten Ölgemisches  im  umu‐Test 
wurde  das mutagene  Potential  des  100 g/l‐Eluates  im  Ames‐Fluktuationstest  untersucht.  In 
Tabelle 3‐33 sind die berechnete NOEC und die zugehörige LOEC als Ergebnis  in % dargestellt. 
Die ermittelte NOEC für TA 98‐ und TA 100‐ von ≥ 80 % und einer LOEC von > 80 % entspricht 
der  höchsten  Eluatkonzentration  von  80 %  im  Test.  Die  berechnete  NOEC  von  < 3,13 %  für 
TA 98+ mit einer LOEC von ≤ 3,13 % entspricht der niedrigsten Eluatkonzentration von 3,13 % 
im Test. Für den Bakterienstamm TA 100+ wird eine NOEC von 25 % und eine LOEC von 50 % 
ermittelt. Trotz der niedrigen NOEC‐Werte, wird für TA 98+ und TA 100+ keine Dosis‐Wirkungs‐
Beziehung  ermittelt. Das  oxidierte Ölgemisch  besitzt  somit  keine mutagene Wirkung  auf  die 
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Bakterienstämme TA 98 und TA 100, weder mit noch ohne metabolische Aktivierung. Die statis‐
tische Auswertung zur Ermittlung der NOEC sowie die Überprüfung auf Signifikanz der einzel‐
nen Konzentrationen gegenüber der Negativkontrolle ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, 
Tabelle 7‐19). 
Tabelle 3‐33:  NOEC  und  LOEC  [%] des  100 g/l‐Eluates des Ölgemisches  aus  dem Oxidationstest mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
 
 
NOEC [%]  LOEC [%] 
TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+  TA 98‐  TA 98+  TA 100‐  TA 100+ 
Ölgemisch‐
oxi 
≥ 80  < 3,13  ≥ 80  25  > 80  ≤ 3,13  > 80  50 
AEROBE BIOLOGISCHE ABBAUBARKEIT 
Die aerobe biologische Abbaubarkeit des Ölgemisches wird durch den Einsatz im Oxidationstest 
nicht beeinflusst. Nach 28 Tagen wird für das oxidierte Ölgemisch ein gutes Abbauverhalten von 
70 % ermittelt. Die grafische Darstellung dazu  ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Abbil‐
dung 7‐24). 
 
3.3.2 Alterungsverhalten durch tribologische Anwendung im Alterungsprüfstand II 
Zur Untersuchung  des  Alterungsverhaltens  durch  tribologische  Anwendung wurde  das Ölge‐
misch  im  Alterungsprüfstand II mit  beschichteten  (ZrCg)  und  unbeschichteten  Komponenten 
untersucht (siehe Kap. 2.2.3). Das ungebrauchte Ölgemisch konnte  jedoch aufgrund fehlender 
Bauteile im Prüfstand erst nach sechsmonatiger Lagerung bei Raumtemperatur eingesetzt wer‐
den. Daher werden die Gebrauchtproben mit den bereits dargestellten Daten,  im Rahmen der 
Untersuchungen zur natürlichen Oxidation durch Lagerung des Ölgemisches, verglichen (siehe 
Kap. 3.3.1.1). Das  in  den  Alterungsprüfstand II  eingesetzte Ölgemisch  (= „6 Monate‐RT“)  ent‐
spricht somit einer Gebrauchsdauer von 0 h und wird nachfolgend so kodiert. 
3.3.2.1 Untersuchung von WSF mit einer Konzentration von 100 g/l 
In Tabelle 3‐34 sind die chemisch‐physikalischen Daten der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches nach 
einer Gebrauchsdauer von 48‐192 h im Alterungsprüfstand II dargestellt. 
   
Die künstliche Oxidation der komplexen Ester‐Mischung durch den Einsatz im Oxidationstest 
führt  zu einer  starken öko‐ und genotoxischen als auch  zytotoxischen Wirkung, die  in Ab‐
hängigkeit hoher DOC‐Gehalte auftritt. Die vorhandene Zytotoxizität der 100 g/l‐Eluate  im 
umu‐Test wird auch im Ames‐Fluktuationstests mit dem TA 98‐Stamm ermittelt. Eine muta‐
gene Wirkung des oxidierten Ölgemisches tritt jedoch nicht auf. Die künstliche Oxidation hat 
keinen Einfluss auf die biologische Abbaubarkeit der komplexen Ester‐Mischung. 
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Tabelle 3‐34:  Chemisch‐physikalische Daten der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches aus dem Alterungs‐
prüfstand II 
  pH  Leitfähigkeit [µS/cm]  DOC [mg/l] 
0 h (= 6 Monate‐RT)  4,2  31,7  136,23 
48 h  4,1  45,6  87,71 
96 h  3,9  66,1  83,02 
144 h  3,8  77,5  106,05 
192 h  3,9  70,0  109,24 
Nach der jeweiligen Gebrauchsdauer von 48‐192 h zeigen sich nur geringe Unterschiede im pH‐
Wert  der  100 g/l‐Eluate  im  Vergleich  zu  0 h.  Die  Leitfähigkeit  steigt  von  31,7 µS/cm  auf 
77,5 µS/cm an. Für den DOC‐Gehalt  zeigt  sich nach 48 h Gebrauchsdauer erst eine Abnahme 
von 136,23 mg/l auf 87,71 mg/l, bedingt durch die vorherige Lagerung des Ölgemisches. Eine 
Zunahme des DOC‐Gehaltes wird erst nach 144 h mit 106,05 mg/l ermittelt. Aufgrund der ge‐
ringen Unterschiede  im DOC‐Gehalt  zwischen den einzelnen Gebrauchszeiten  liegen ähnliche 
Löslichkeitsverhältnisse der 100 g/l‐Eluate im Vergleich zu 0 h vor. 
ÖKOTOXIZITÄT 
Die  in Abbildung 3‐36 dargestellten 100 g/l‐Eluate des gebrauchten Ölgemisches zeigen  im Al‐
gentest  eine  Zunahme  ihres  bereits  durch  die  sechsmonatige  Lagerung  bei  RT  vorhandenen 
ökotoxischen  Potentials. Die  EL50‐Werte  sinken mit  zunehmender Gebrauchsdauer  von  36 % 
(0 h) auf 5,9 % (192 h). Die höchste Ökotoxizität wird im 24‐stündigen Daphnientest nach einer 
Gebrauchsdauer  von  48 h mit  26 %  Eluat  ermittelt.  Ab  einer  Gebrauchsdauer  von  96‐192 h 
werden mit  einem  durchschnittlichen  EL50‐Wert  von  31 %,  keine wesentlichen Unterschiede 
ermittelt. Eine weitere Zunahme der ökotoxischen Wirkung zeigt der 48‐stündige Daphnientest 
mit abnehmenden EL50‐Werten von 57 % (0 h) auf 18,1 % (192 h). Der niedrigste EL50‐Wert  im 
Daphnientest (48 h) wird jedoch bereits nach 96 h mit 12,7 % bestimmt. 
 
Abbildung 3‐36:  EL50‐Werte  [%] der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II  im 
Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h) 
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Ähnliche Ergebnisse zeigen sich auch  für die drei bakteriellen Testsysteme. Die 100 g/l‐Eluate 
nach 48 h und nach 96 h zeigen eine gebrauchsbedingte Zunahme der Ökotoxizität  im Zellver‐
mehrungshemmtest mit V. fischeri von > 50 % (0 h) auf 14,9 %. Nach 144 h und 192 h werden 
mit 32,4 % und 25 % höhere EL50‐Werte trotz höherer Gebrauchsdauer bestimmt. Im Gegensatz 
dazu zeigt sich für den Zellvermehrungshemmtest mit P. putida eine Zunahme der ökotoxischen 
Wirkung. Die EL50‐Werte sinken mit zunehmender Gebrauchsdauer von 29,7 % (48 h) auf 13,1 % 
(192 h). Das  ausgehende  ökotoxische  Potential  im  Lumineszenz‐Hemmtest  nach  0  h  (5,4 %), 
erhöht sich durch die tribologische Anwendung nur geringfügig. Der niedrigste EL50‐Wert wird 
nach 96 h mit 3,6 % Eluat ermittelt. 
 
Abbildung 3‐37:  EL50‐Werte  [%] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der 100 g/l‐Eluate des Ölgemisches aus 
dem Alterungsprüfstand II in drei bakteriellen Testsystemen 
Neben dem Algen‐ und Daphnientest sowie den drei bakteriellen Testsystemen wurde das Öl‐
gemisch nach einer Gebrauchsdauer von 192 h, beispielhaft  im Fischeitest, untersucht.  In Ab‐
bildung 3‐38 ist die ermittelte Dosis‐Wirkungskurve des 100 g/l‐Eluates dargestellt. Die höchste 
Eluatkonzentration  im Test beträgt hierbei 30 % mit einer Mortalität von 100 %. Anhand des 
ermittelten LL50‐Wertes von 18,4 % mit 95 %‐Vertrauensbereichen  (15,5‐21,8) zeigt sich keine 
eindeutige  gebrauchsbedingte  Zunahme  der  ökotoxischen Wirkung,  im  Vergleich  zum  Ölge‐
misch nach seiner Herstellung mit einem LL50‐Wert von 24,7 % (siehe Tabelle 3‐14). Die Unter‐
suchung des Ölgemisches im Fischeitest liefert bezüglich der geringfügigen gebrauchsbedingten 
Veränderung des bereits vorhandenen ökotoxischen Potentials nach der Herstellung ähnliche 
Ergebnisse wie im Lumineszenz‐Hemmtest (siehe Kap. 7.1, Abbildung 7‐4). 
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Abbildung 3‐38:  Dosis‐Wirkungskurve des 100 g/l‐Eluates des Ölgemisches nach 192 h Gebrauchsdauer 
im Alterungsprüfstand II im Fischeitest; PK = Positivkontrolle, NK = Negativkontrolle 
GENOTOXIZITÄT 
Das bereits dargestellte genotoxische Potential ohne metabolische Aktivierung nach 0 h (siehe 
Abbildung  7‐20)  erhöht  sich  nach  einer Gebrauchsdauer  von  96 h  (DLI‐Wert = 6). Nach  144 h 
besitzt das Ölgemisch mit einer Induktionsrate von 1,47 (‐S9) und einem Wachstumsfaktor von 
0,85  (‐S9)  keine  Genotoxizität mehr.  Nach  einer  Gebrauchsdauer  von  192 h  tritt  die  geno‐
toxische Wirkung  ohne metabolische  Aktivierung wieder  auf. Mit metabolischer  Aktivierung 
liegt keine Genotoxizität vor, so dass für alle getesteten WSF von 0‐192 h  jeweils ein DLI‐Wert 
von  1,5  angegeben wird. Die  Abbildungen  der  Induktionsraten  und Wachstumsfaktoren  der 
100 g/l‐Eluate  der  genotoxischen  Gebrauchtproben  (48 h,  96 h,  192 h)  sind  dem  Anhang  zu 
entnehmen (Kap. 7.3, Abbildung 7‐25 bis Abbildung 7‐27). 
Tabelle 3‐35:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) der 100 g/l‐Eluate des Öl‐
gemisches aus dem Alterungsprüfstand II im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
0 h  3  1,66  1,00  +  1,5  1,08  0,96  ‐ 
48 h  3  1,96  0,82  +  1,5  1,24  0,94  ‐ 
96 h  6  3,13  0,68  +  1,5  1,40  0,92  ‐ 
144 h  1,5  1,47  0,85  ‐  1,5  1,19  0,90  ‐ 
192 h  3  1,69  0,90  +  1,5  1,29  0,85  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch 
METALLGEHALT IM ELUAT 
Es wurden die Metallgehalte  im Ölgemisch nach der  jeweiligen Gebrauchsdauer von 48‐192 h 
sowie  in den zugehörigen 100 g/l‐Eluaten analysiert. Aufgrund der Kombination beschichteter 
(ZrCg) und unbeschichteter Komponenten  im Alterungsprüfstand II wurde die Analytik wie bei 
den einfachen synthetischen Estern auf die daraus vorherrschenden Elemente Kupfer, Blei, Ei‐
sen, Zink und Zirkonium beschränkt. 
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Eine Zunahme der Metallkonzentrationen im Öl über die Gebrauchsdauer wird nur für Zink mit 
einem Gehalt von 42 µg/g nach 192 h ermittelt. Die grafische Darstellung der Metallgehalte im 
Öl ist dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Abbildung 7‐28). Nachfolgend sind die Metallgehal‐
te in den 100 g/l‐Eluaten tabellarisch dargestellt. 
Tabelle 3‐36:  Metallgehalt [µg/l] von Kupfer, Blei, Eisen, Zink und Zirkonium in den 100 g/l‐Eluaten des 
Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II 
  Kupfer  Blei  Eisen  Zink  Zirkonium 
0 h  < 2  < 2  < 8  < 50  < 2 
48 h  < 2  87,7  < 8  < 50  < 2 
96 h  32,0  63,6  13,4  800,6  < 2 
144 h  51,0  60,3  38,2  2830,2  < 2 
192 h  66,8  72,3  44,3  3786,0  < 2 
Die Metallkonzentrationen  in den 100 g/l‐Eluaten  steigen  für die Elemente Kupfer Eisen und 
Zink mit zunehmender Gebrauchsdauer an. Der einzige Metallgehalt, der keine weitere Zunah‐
me durch den Gebrauch  zeigt, wird nach  48 h  für Blei mit  87,7 µg/l  ermittelt. Aufgrund des 
nicht quantifizierten Metallgehaltes von Zirkonium  im Öl  (Zr < 0,25 µg/g)  liegen die Werte  für 
dieses Element auch  in den 100 g/l‐Eluaten unterhalb der Nachweisgrenze. Die Konzentratio‐
nen  für  Kupfer  und  Blei  liegen  nach  192 h  im  Bereich  von  66,8‐72,3 µg/l.  Eisen  weist  mit 
44,3 µg/l nach 192 h die geringste Metallkonzentration in den 100 g/l‐Eluaten auf. Der höchste 
Metallgehalt nach 192 h wird für Zink mit 3786 µg/l gemessen. Das 100 g/l‐Eluat nach 0 h ver‐
fügt über Metallkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen. 
WÄSSRIG VERFÜGBARER METALLGEHALT 
Die Ergebnisse der Berechnungen des wässrig verfügbaren Metallgehalts des Ölgemisches nach 
der  jeweiligen Gebrauchsdauer  sind  in der nachfolgenden  Tabelle  zusammengefasst. Die  ge‐
nauen Berechnungen zum Metallgehalt im Öl und im Eluat, unter Berücksichtigung der genauen 
Öleinwaage und des eingesetzten Volumens, sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Tabelle 
7‐20). 
Tabelle 3‐37:  Wässrig verfügbarer Anteil  [%] der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink  in den 100 g/l‐
Eluaten des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II 
  Wässrig verfügbarer Metallanteil [%] 
Kupfer  Blei  Eisen   Zink 
48 h  ‐  36,3  ‐  ‐ 
96 h  75,0  21,7  10,5  90,9 
144 h  90,0  17,2  12,6  79,1 
192 h  97,8  19,7  15,5  90,3 
Die Untersuchungen zur Verfügbarkeit der Metalle aus dem Ölgemisch zeigen, dass ein signifi‐
kanter Anteil  in die wässrige Phase übergeht. Die höchste Verfügbarkeit wird  für Kupfer mit 
97,8 % und für Zink mit 90,3 % nach 192 h ermittelt. Diese Elemente weisen auch nach 96 h und 
144 h eine hohe Verfügbarkeit  in den 100 g/l‐Eluaten auf. Der Metallanteil  für Blei und Eisen 
liegt mit Werten von 19,7 % und 15,5 % nach 192 h  im ähnlichen Bereich. Kupfer und Zink be‐
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sitzen über die Gebrauchsdauer die höchste wässrige Verfügbarkeit, die im Gegensatz dazu für 
Blei und Eisen gering ist. 
3.3.2.2 Untersuchung von WSF mit einzeln eluierten Konzentrationen 
Neben den WSF mit einer Konzentration von 100 g/l wurden einzeln eluierte Konzentrationen 
des ungebrauchten Ölgemisches (0 h) sowie des gebrauchten Ölgemisches aus dem Alterungs‐
prüfstand II  (48‐192 h)  öko‐  und  genotoxikologisch  untersucht.  Zusätzlich wurde  der  Kohlen‐
stoff  im Öl und  im Eluat  für die  jeweilige Gebrauchsdauer bestimmt und daraus der wässrig 
verfügbare Anteil berechnet. Die Elementaranalyse ergibt für die höchste Gebrauchsdauer von 
192 h einen Kohlenstoffgehalt von 72,52 %  im Öl, der auf die entsprechende Gesamteinwaage 
von 0,1‐100 g umgerechnet und  in Relation  zum DOC‐Gehalt der Eluate gesetzt wird. Die ge‐
nauen Öleinwaagen  der  jeweiligen  Konzentrationen  zur  Berechnung  des  Kohlenstoffgehaltes 
nach 0 h sowie nach 48‐192 h, sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Tabelle 7‐21 bis Ta‐
belle 7‐25). 
In Tabelle 3‐38  sind die Ergebnisse der Berechnungen  zusammen mit den  chemisch‐physika‐
lischen Daten beispielhaft für das Ölgemisch nach 192 h Gebrauchsdauer dargestellt. Die che‐
misch‐physikalischen Daten nach 0 h, 48 h, 96 h und 144 h sowie die Berechnungen des Kohlen‐
stoffgehaltes  im Öl  und  dem  daraus wässrig  verfügbaren Anteil  sind  tabellarisch  im Anhang 
dargestellt (Kap. 7.3, Abbildung 7‐22 bis Abbildung 7‐25). 
Tabelle 3‐38:  Chemisch‐physikalische Daten  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des Ölgemisches 
nach 192 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II sowie der Kohlenstoffgehalt im Öl 
[g] und der daraus wässrig verfügbare Anteil [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC 
[mg/l] 
C im Öl 
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  6,7  18,7  2,53  0,07  3,61 
1  6,8  20,2  7,77  0,83  1,06 
10  4,6  19,5  27,83  7,28  0,38 
25  4,2  32,7  49,08  18,20  0,27 
50  4,0  48,5  74,67  36,34  0,21 
75  3,9  64,3  99,22  54,51  0,18 
100  3,9  70,0  109,24  65,17  0,17 
Für das Ölgemisch nach 192 h Gebrauchsdauer zeigt sich, wie bereits nach seiner Herstellung 
(siehe Tabelle 3‐11) bei  steigender Beladung der Wasserphase eine Abnahme des pH‐Wertes 
von 6,7 auf 3,9. Mit zunehmender Beladung zeigt sich eine Zunahme der Leitfähigkeit und des 
DOC‐Gehaltes mit Maximalwerten von 70 µS/cm und 109,24 mg/l. Der wässrig verfügbare An‐
teil nimmt von 3,61 % auf 0,17 % ab. Bei Betrachtung dieses Anteils zeigt sich eine Sättigung der 
Lösung, wobei sich die Werte der Extrakte mit 10‐100 g/l nur geringfügig voneinander unter‐
scheiden. 
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ÖKOTOXIZITÄT  
Da die einzeln eluierten Konzentrationen von 0,1‐100 g/l unverdünnt  in die biologischen Test‐
verfahren eingesetzt wurden, werden alle EL50‐Werte  in g/l angegeben. Diese zeigen überein‐
stimmende Ergebnisse mit den ermittelten EL50‐Werten der 100 g/l‐Eluate.  
In Abbildung 3‐39 sind die EL50‐Werte der einzeln eluierten Konzentrationen des gebrauchten 
Ölgemisches im Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h) dargestellt. Durch den Gebrauch zeigt sich 
im Algentest eine Zunahme des bereits durch die sechsmonatige Lagerung bei RT vorhandenen 
ökotoxischen Potentials. Die EL50‐Werte  sinken mit  zunehmender Gebrauchsdauer von 36 g/l 
(0 h) auf 16,3 g/l  (96 h). Nach 144 h und 192 h konnte  im Algentest kein EL50‐Wert berechnet 
werden, da durch die 100%ige Hemmung ab 25 g/l, keine Dosis‐Wirkungskurve ermittelt wurde. 
Die höchste Ökotoxizität  im 24‐stündigen Daphnientest wird nach einer Gebrauchsdauer von 
144 h mit 11,3 g/l ermittelt. Eine weitere Zunahme der ökotoxischen Wirkung nach 144 h Ge‐
brauch zeigt der Daphnientest nach 48 h mit einem EL50‐Wert von 5,4 g/l. Die höchsten EL50‐
Werte werden  in  beiden  Daphnientests  nach  der  niedrigsten  Gebrauchsdauer  von  48 h mit 
22,9 g/l (24 h) und 15,1 g/l (48 h) im Vergleich zu 0 h (> 100 g/l und 51 g/l) bestimmt. 
 
Abbildung 3‐39:  EL50‐Werte [g/l] der einzeln eluierten Konzentrationen des Ölgemisches aus dem Alte‐
rungsprüfstand II im Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h); n.b. = nicht bestimmt 
Ähnliche Ergebnisse wie  für die untersuchten 100 g/l‐Eluate  zeigt die Abbildung 3‐40  für die 
bakteriellen Testsysteme. Nach 48 h und nach 96 h zeigt sich eine gebrauchsbedingte Abnahme 
der EL50‐Werte im Zellvermehrungshemmtest mit V. fischeri von 90,3 g/l (0 h) auf 28,7 g/l. Nach 
144 h und 192 h werden mit 50,3 g/l und 41,3 g/l höhere EL50‐Werte trotz höherer Gebrauchs‐
dauer bestimmt. Im Gegensatz dazu zeigt sich für den Zellvermehrungshemmtest mit P. putida 
eine Zunahme der ökotoxischen Wirkung. Die EL50‐Werte sinken mit zunehmender Gebrauchs‐
dauer  von  50,4 g/l  (48 h)  auf  21,6 g/l  (192 h).  Zuvor  verringert  sich  die  ökotoxische Wirkung 
nach 0 h mit 18,6 g/l auf 50,4 g/l nach dem Gebrauch von 48 h. Das ausgehende ökotoxische 
Potential  im Lumineszenz‐Hemmtest nach 0 h  (0,97 g/l) erhöht  sich durch den Gebrauch nur 
geringfügig. Der niedrigste EL50‐Wert wird nach 192 h mit 0,39 g/l Eluat ermittelt. 
E R G E B N I S S E  
 
118 
 
Abbildung 3‐40:  EL50‐Werte  [g/l] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der einzeln eluierten Konzentrationen 
des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II in drei bakteriellen Testsystemen 
Neben dem Algen‐ und Daphnientest sowie den drei bakteriellen Testsystemen wurde das un‐
gebrauchte Ölgemisch (0 h) sowie die Gebrauchtproben nach 48 h bis 192 h  im Fischeitest un‐
tersucht. Nachfolgend  sind  die  ermittelten  LL50‐Werte  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen 
tabellarisch dargestellt. 
Tabelle 3‐39:  LL50‐Werte  [g/l] mit 95 %‐Konfidenzintervallen der einzeln eluierten Konzentrationen 
des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II im Fischeitest 
  0 h  48 h  96 h  144 h  192 h 
LL50‐Wert [g/l] 
(95 %‐Konfidenz‐
intervalle) 
0,59  
(0,36‐0,97) 
0,59 
(0,42‐0,84) 
0,71  
(0,57‐0,88) 
0,90 
(‐) 
0,32 
(0,28‐0,36) 
Bereits  für das ungebrauchte Ölgemisch nach 0 h,  zeigt  sich eine  starke ökotoxische Wirkung 
mit einem sehr niedrigen LL50‐Wert von 0,59 g/l. Die Unterschiede nach dem Gebrauch sind mit 
Werten  von 0,59 g/l  (48 h) bis 0,32 g/l  (192 h) gering. Die Untersuchung des Ölgemisches  im 
Fischeitest zeigt mit LL50‐Werten zwischen 0,1 g/l und 1 g/l somit ähnliche Werte wie im Lumi‐
neszenz‐Hemmtest (Abbildung 3‐40). Für alle getesteten Proben wird eine 100%ige Mortalität 
ab einer Eluatkonzentration von bereits 1 g/l ermittelt. Die Konzentration von 0,1 g/l zeigt keine 
Hemmung im Fischeitest. 
GENOTOXIZITÄT 
Die Untersuchungen der einzeln eluierten Konzentrationen des gebrauchten Ölgemisches zei‐
gen gleiche Ergebnisse, wie für die verdünnte 100 g/l‐Stammlösung bereits dargestellt (Tabelle 
3‐35). Das durch die sechsmonatige Lagerung bei RT bereits vorhandene genotoxische Potential 
nach 0 h (‐S9), zeigt nach 48 h mit einem DLI‐Wert von 50 keine Abnahme. Nach 96 h wird eine 
Erhöhung der Genotoxizität um eine eluierte Konzentrationsstufe (DLI = 25) ermittelt, die nach 
144 h nicht mehr auftritt. Bei dem nicht vorhandenen genotoxischen Potential in der höchsten 
eluierten Konzentration von 100 g/l  im Test wird ein DLI‐Wert von 100 angegeben. Nach einer 
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Gebrauchsdauer von 192 h zeigt sich wieder eine genotoxische Wirkung mit einer Induktionsra‐
te von 1,60 (‐S9) und einem Wachstumsfaktor von 0,98 (‐S9). Alle einzeln getesteten Konzentra‐
tionen von 0,1‐100 g/l besitzen mit metabolischer Aktivierung  Induktionsraten < 1,5 bei gülti‐
gen Wachstumsfaktoren  ≥ 0,5.  Somit  wird  für  alle  getesteten WSF  von  0‐192 h  jeweils  ein 
DLI‐Wert  von  100  angegeben. Die  Abbildungen  der  Induktionsraten  und Wachstumsfaktoren 
der einzeln eluierten Konzentrationen der genotoxischen Proben  (0 h, 48 h, 96 h, 192 h)  sind 
dem Anhang zu entnehmen (Kap. 7.3, Abbildung 7‐29 bis Abbildung 7‐32). 
Tabelle 3‐40:  Höchste  Induktionsraten  (IR)  mit  zugehörigen  Wachstumsfaktoren  (WF)  sowie  der 
DLI‐Wert mit  (+S9) und ohne metabolische Aktivierung  (‐S9) der einzeln eluierten Kon‐
zentrationen des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II im umu‐Test 
  ‐S9  +S9 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
DLI  IR  WF 
geno‐
toxisch 
0 h  50  1,80  1,02  +  100  1,05  1,04  ‐ 
48 h  50  2,18  0,86  +  100  1,20  0,98  ‐ 
96 h  25  3,04  0,71  +  100  1,29  0,96  ‐ 
144 h  100  1,44  0,90  ‐  100  1,25  0,97  ‐ 
192 h  50  1,60  0,98  +  100  1,34  0,85  ‐ 
DLI = Dilution Lowest Ineffective; IR = Induktionsrate; WF = Wachstumsfaktor; 
‐ nicht genotoxisch; + genotoxisch 
Die  grafische  Darstellung  zur  Untersuchung  der  biologischen  Abbaubarkeit  des Ölgemisches 
nach  tribologischer  Anwendung  im  Alterungsprüfstand II  ist  dem  Anhang  zu  entnehmen 
(Kap. 7.3, Abbildung 7‐33).  
 
Die  tribologische Anwendung der  komplexen  Ester‐Mischung  im Alterungsprüfstand II mit 
beschichteten und unbeschichteten Komponenten führt zu keiner eindeutigen Zunahme des 
öko‐  und  genotoxischen  Potentials  über  die  Gebrauchsdauer.  Die  100 g/l‐Eluate  besitzen 
ähnliche  Verfügbarkeiten  für  die  Metalle  Kupfer,  Blei,  Eisen  und  Zink.  Die  ermittelten 
EL50‐Werte der einzeln eluierten Konzentrationen in g/l sind vergleichbar mit denen der ver‐
dünnten 100 g/l‐Eluate  in %. Anhand der ermittelten LL50‐Werte der einzeln eluierten Kon‐
zentrationen  im  Fischeitest,  kann  eine  weitaus  höhere  Toxizität  als  für  die  verdünnte 
100 g/l‐Stammlösung nachgewiesen werden. 
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4 Diskussion 
Hydraulische Antriebe finden in vielen technischen Systemen Anwendung. Sie bestehen je nach 
technischen  Anforderungen  aus  verschiedenen  Komponenten, wobei  die  Zusammenstellung 
von System zu System variiert. Der Schmierstoff stellt dabei jedoch immer ein unverzichtbares 
Maschinenelement  für den Betrieb eines hydraulischen  Systems dar  [Werner 2000]. Da eine 
geringe  Alterungsstabilität  von  Schmierstoffen  jedoch  zum  erhöhten  Rohstoffverbrauch  und 
somit zu einer verschlechterten Ökobilanz führt, leitet sich daraus die Notwendigkeit öko‐ und 
genotoxikologischer  Untersuchungen  zum  Alterungsverhalten  biogener  Hydraulik‐Schmier‐
stoffe (HEES) ab. Mit Hilfe der gewonnenen Kenntnisse soll ein zukünftiges Untersuchungs‐ und 
Bewertungskonzept abgeleitet werden, das neben der chemischen Modifikation auch das Alte‐
rungsverhalten  dieser  Schmierstoffe  durch  oxidative  Prozesse  und  tribologische  Anwendung 
berücksichtigt.  Somit  kann  ein  wesentlicher  Beitrag  zum  produktintegrierten  Umweltschutz 
umweltverträglicher Substanzen im Sinne der EU‐Chemikalienverordnung REACH geleistet wer‐
den [1907/2006/EG, 2006]. 
4.1 Schmierstoffsynthese aus nachwachsenden Rohstoffen 
Für einen maximalen Umsatz während der Schmierstoffsynthese ist die Wahl des idealen Eduk‐
tes maßgeblich. Unter Berücksichtigung der gewünschten Zusammensetzung des Zielproduktes 
und der gegebenen Synthesebedingungen sollte das optimale Edukt einen maximalen Massen‐
anteil an OME (für HISM) bzw. GTO (für HIGTS) aufweisen. Der Gehalt an anderen, insbesonde‐
re ungesättigten, Methylestern sollte so gering wie möglich sein. 
4.1.1 Die Verwendung pflanzlicher Edukte (HOSO) 
HO‐(High Oleic)Rohstoffe weisen  eine  Fettsäurezusammensetzung  auf,  die  vielfältige  Einsatz‐
möglichkeiten eröffnet. Als maßgeschneiderte Rohstoffe  für  industrielle Zwecke bietet  ihr ho‐
her Ölsäuregehalt  (ca. 80‐90 % C18:1) mit  den  damit  verbundenen  chemisch‐technischen  Ei‐
genschaften  ausgezeichnete  Nutzungsperspektiven  im  großen  Bereich  technischer  Anwen‐
dungen. HO‐Ölsaaten,  insbesondere HO‐Sonnenblumen (HOSO) konnten  in den  letzten Jahren 
erfolgreich als neue Agrarrohstoffe eingeführt werden  [High Oleic 2011]. Durch die vielfältige 
Zusammensetzung der Fettsäureanteile unterscheiden  sich pflanzliche Öle  (Raps) und pflanz‐
liche Öle  aus HO‐Ölsaaten  (HO‐Raps, HOSO) neben  tierischen Ölen  (Talg)  zum  Teil  erheblich 
[Biermann et al. 2000, Schneider 2006] (Tabelle 4‐1). Pflanzliche Öle enthalten dabei einen we‐
sentlich  höheren Anteil  an  ungesättigten  Fettsäuren, wie Ölsäure  (C18:1),  Linolsäure  (C18:2) 
und Linolensäure (C18:3), als tierische Öle mit einem höheren Anteil an gesättigten Fettsäuren, 
wie Palmitinsäure (C16:0) und Stearinsäure (C18:0). Der Hauptbestandteil  ist jedoch  immer  im 
Bereich der Kettenlänge von 18 Kohlenstoffatomen zu finden (C18:0, C18:1, C18:2, C18:3). Ein 
direkter Zusammenhang zwischen der Kettenlänge und der Abnahme der biologischen Abbau‐
barkeit sowie eine Verbesserung mit steigender Anzahl an Doppelbindungen  im Molekül wur‐
den von Maier [2009] nachgewiesen. Die Toxizität ungesättigter Fettsäuren  ist darüber hinaus 
höher als die korrespondierender gesättigter Fettsäuren, so dass reine Ölsäure eine hohe Toxi‐
zität gegenüber Algen besitzt [Kamaya et al. 2003]. 
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Tabelle 4‐1:  Prozentuale Zusammensetzung einiger pflanzlicher und  tierischer Öle  [Quelle: Eichholz 
2007, High Oleic 2011] 
  HOSO  HO‐Raps  Raps  Talg 
C16:0  4  4  4  24‐27 
C18:0  2  1‐2  1‐2  18‐29 
C18:1  80‐92  78‐85  57‐60  35‐41 
C18:2  3‐10  6‐10  19‐22  1‐5 
C18:3  ‐  3  10  ‐ 
Aufgrund  der  hohen  Reinheit  der  pflanzlichen  Edukte  OME  und  GTO  auf  Basis  von 
HOSO (≥ 90 %)  ist eine Beeinträchtigung  langkettiger oder gesättigter Fettsäuren geringer, wo‐
durch  eine  limitierende Wirkung  herabgesetzt wird.  Edukt 1  und  Edukt 2  besitzen  zum  Zeit‐
punkt ihrer Auslieferung (OME) bzw. Umesterung (GTO) keine toxische Wirkung, so dass durch 
den Einsatz dieser Edukte zur Schmierstoffsynthese von HISM bzw. HIGTS, ein Beitrag zum pro‐
duktintegrierten Umweltschutz  im Rahmen eines LCA geleistet werden kann  (vgl. Tabelle 3‐2 
und Tabelle 3‐3). 
Als Nebenprodukt aus Schlachtabfällen (Reststoffverwertung) ist Talg die preisgünstigste Ölsäu‐
requelle und mit bis  zu 300.000 t  jährlich  in großen Mengen verfügbar  [Bahadir et al. 2004]. 
Dennoch muss ein beachtlicher Aufwand zur Aufbereitung betrieben werden, um den Ölsäure‐
gehalt  des Abfallproduktes  (ca.  40 %  C18:1)  durch Aufreinigungsverfahren  auf  etwa  70 %  zu 
steigern  [High Oleic 2011]. Die Verwendung  tierischer Edukte  stellt  im Gegensatz  zu pflanzli‐
chen  Edukten  zwar  keine  Konkurrenz  zum  Treibstoffsektor  bzw.  zur Nahrungsmittelindustrie 
dar, führt aber nach chemischer Modifikation zu einer geringeren Produktausbeute und einem 
höheren ökotoxischen Potential von WSF mit einer Konzentration von 100 g/l  [Bressling et al. 
2010]. Pflanzliche Edukte auf Basis von HOSO  (vgl. Abbildung 3‐2) weisen darüber hinaus  im 
Gegensatz zu tierischen Edukten, mit über 70 % das bessere Abbauverhalten auf und erfüllen 
damit  die  Abbaukriterien  zur  Vergabe  von  Umweltzeichen  für  Schmierstoffe  [2005/360/EG, 
2005;  RAL‐UZ 79,  2011]  (siehe  Kap. 1.5.2).  Die  Verwendung  pflanzlicher  Fettsäuren  als  Aus‐
gangsprodukte  für  die  Schmierstoffsynthese  scheint  nach  Eichholz  [2007]  und  Erlenkämper 
[2008]  jedoch nicht günstiger, da HISM‐Chargen auf Basis pflanzlicher Edukte,  im Vergleich zu 
tierischen  Chargen,  eine  geringere  Produktausbeute  und  ein  höheres  ökotoxisches  Potential 
aufweisen. Allerdings wurden hier pflanzliche Edukte auf Basis von Raps  (OME = 60 %) einge‐
setzt, die nach heutigem Stand der Technik in ihren Eigenschaften den Ölen auf tierischer Basis 
und den heutigen HO‐Rohstoffen noch nicht ebenbürtig bzw. überlegen waren. 
4.1.2 Auswirkungen der Reaktionszeitverkürzung 
Um unerwünschte Nebenreaktionen während der Schmierstoffsynthese zu vermeiden und die 
Produktausbeute  von  HISM  zu maximieren, wurde  die  Reaktionstemperatur  für  die  e‐SME‐
Synthese (Epoxidierung) von 57 °C auf 80 °C erhöht. Zwar  lässt sich die Reaktionsgeschwindig‐
keit bei einer konstanten Reaktionszeit von 18 h durch höhere Temperaturen deutlich steigern, 
jedoch nimmt die Öffnung des  Epoxids unter Diolbildung  im  essigsauren Medium bereits  ab 
Temperaturen > 65 °C verstärkt zu. Obwohl der beste Umsatz an e‐SME mit tierischem OME bei 
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70 °C  erreicht wird,  sind  auf  Grund  des wesentlich  niedrigeren  Diolgehaltes  nur  Reaktions‐
temperaturen bis maximal 60 °C (bei 18 h Reaktionszeit) für die Epoxidierung geeignet [Weckes 
2004,  Eichholz  2007].  Eine  Erhöhung  der  Reaktionstemperatur  auf  80 °C  und  die  zusätzliche 
Verkürzung der Reaktionszeit auf 6 h führt sowohl für tierische als auch für pflanzliche Chargen 
zu einer deutlichen Abnahme der Produktausbeute von HISM. Für einen nahezu vollständigen 
Umsatz von OME zu e‐SME ist demnach die längere Epoxidierung besser geeignet [Bressling et 
al. 2010]. 
Die Reaktionszeitverkürzung von 18 h auf 6 h bewirkt neben einer Erhöhung des DOC‐Gehaltes 
(vgl. Tabelle 3‐5) eine auftretende öko‐ und genotoxische Wirkung von Öl 1, wenn keine meta‐
bolisierenden Enzyme  zugefügt werden  (vgl. Abbildung 3‐3 und Tabelle 3‐8). Öko‐ und geno‐
toxische Effekte als auch chemisch‐physikalische Effekte von WSF (100 g/l) in Abhängigkeit der 
Reaktionszeit und der Reaktionstemperatur konnten auch für HISM‐Produktchargen, basierend 
auf  tierischen Edukten, nachgewiesen werden  [Erlenkämper 2008, Bressling et al. 2010]. Die 
Reaktionszeitverkürzung der Epoxidierung von OME zu e‐SME beeinflusst neben den toxikologi‐
schen Eigenschaften auch die biologische Abbaubarkeit synthetischer Ester (vgl. Abbildung 3‐5), 
so dass die Temperaturerhöhung zwar eine höhere Stabilität, aber eine geringere Abbaubarkeit 
zur  Folge  hat. WSF mit  100 mg/l weisen  jedoch  kein  ökotoxisches Wirkpotential  gegenüber 
aquatischen Organismen auf  (EC50 > 100 mg/l, vgl. Tabelle 7‐1), so dass die Auswirkungen der 
Reaktionszeitverkürzung  entsprechend  den  rechtlichen Vorgaben  als  nicht  ökotoxisch  zu  be‐
werten sind [2005/360/EG, 2005; ISO 15380, 2011; VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. 
Da n‐Hexan als Lösungsvermittler zwischen Essigsäure und OME  im Metabolismus das zu Ner‐
venschäden  führende  2,5‐Hexandion  bildet, wurde wie  bei  Eichholz  [2007]  sowohl mit  (6 h, 
80 °C)  als  auch ohne Reaktionszeitverkürzung  (18 h, 57 °C)  auf das  Lösemittel  verzichtet. Die 
Bewertung von Erlenkämper [2008] zur lösemittelfreien Synthese von HISM, basierend auf tie‐
rischen Edukten, kann daher widerlegt werden, da der Verzicht auf n‐Hexan auch ohne Reakti‐
onszeitverkürzung (18 h, 57 °C) nicht zur Toxizität von Öl 2 führt (vgl. Abbildung 3‐3 und Tabelle 
3‐8). Somit  ist dieser Syntheseprozess  im Hinblick auf die Vermeidung öko‐ und genotoxischer 
Wirkungen der Schmierstoffprodukte nicht schlechter als eine Synthese unter Anwendung von 
Lösemitteln, da die Reaktionszeitverkürzung der entscheidende Einflussfaktor ist. Im Bezug auf 
die auftretende öko‐ und genotoxische Wirkung der synthetisierten Schmierstoffe auf Basis von 
HOSO sollte eine Reaktionszeitverkürzung der Epoxidierung daher nicht durchgeführt werden. 
Chemische Kennzahlen liefern zusätzlich einen wichtigen Einblick  in ungeeignete Schmierstoff‐
chargen und Syntheseprozesse und ermöglichen darüber hinaus eine Beurteilung der Optimie‐
rung von Reaktionsprozessen, wie der Reaktionszeitverkürzung. Üblicherweise werden die typi‐
schen Kennzahlen wie  Jod‐, Neutralisations‐, Verseifungs‐ und Peroxidzahl bei kommerziellen 
Anbietern als Qualitätssiegel angegeben und dienen zur Eingangskontrolle der gelieferten Eduk‐
te. Durch eine stark erhöhte Jodzahl kann auf eine unvollständige Epoxidierung und ungesättig‐
te Verbindungen geschlossen werden. Öle werden als gesättigt bezeichnet, wenn  ihre Jodzahl 
< 10 g Jod/100 g  ist (vgl. Tabelle 3‐4), die  in technischen Chargen durch einen unvollständigen 
Umsatz bezüglich der Epoxidierung von OME  (maximal 95 %)  in der Regel nicht erreicht wird 
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[Eichholz  2007].  Ungesättigte  Öle  weisen  dagegen  eine  Jodzahl  auf  die  deutlich  höher  ist 
[Oelcheck 2011]. 
Neben der  Jodzahl kann die Viskosität zur Deutung der Synthesevollständigkeit herangezogen 
werden, wobei pflanzliche Rohstoffe tendenziell zu etwas höheren Viskositäten führen [Göhler 
2008]. Die Viskosität bei 40 °C für den niederviskosen Schmierstoff HISM sollte sich im Normal‐
fall vom Edukt OME zum Produkt HISM (Öl 1 und Öl 2) hin vervierfachen. Ungeeignete Produkt‐
chargen weisen  in der Regel wesentlich geringere Viskositäten als ׽20 mm2/sec auf  [Eichholz 
2007]. Die Neutralisationszahl  liegt nach der Reaktionszeitverkürzung für Öl 1 fünfmal so hoch 
wie  unter  normalen  Synthesebedingungen  (18 h,  57 °C), was  auf  den  höheren Wassergehalt 
und  die  dadurch  stattfindenden  Hydrolysevorgänge  zurückzuführen  ist  [Schumacher  et  al. 
2008]. Grund hierfür  ist die  Synthese, bei der Essigsäure,  Schwefelsäure und der Katalysator 
Amberlyst 15, der ebenfalls sauer  ist, zum Einsatz kommen und deren Restgehalte nicht voll‐
ständig aus dem Schmierstoff entfernt wurden [Eichholz 2007]. Durch diese Säuren findet wäh‐
rend der Synthese eine säurekatalysierte Hydrolyse der Estergruppen statt, was sich auch in der 
Verseifungs‐ und Peroxidzahl widerspiegelt [Schumacher et al. 2009]. Hydrauliköle enthalten in 
der Regel einen Wasseranteil von 500‐800 ppm  [Oelcheck 2011]. Der höhere Wassergehalt  in 
den  synthetischen  Estern  (vgl.  Tabelle  3‐4)  ist  auf  die mehrstufige  Thermodampfdestillation 
zurückzuführen, wobei der Schmierstoff mit Wasser vermischt wird, welches anschließend wie‐
der  abgeschieden  wird  (siehe  Kap. 1.2).  Der  Schmierstoff  ist  dadurch  zwar  weniger  toxisch 
[Erlenkämper 2008], enthält aber mehr Wasser, welches im normalen Betrieb in einem belüfte‐
ten Tank verdunstet [Schumacher et al. 2008]. Im Bezug auf die erhöhten chemischen Kennzah‐
len (NZ, VZ, POZ) sollte eine Reaktionszeitverkürzung der Epoxidierung nicht durchgeführt wer‐
den, da durch diesen Reaktionsprozess demnach eine höhere Anfälligkeit  synthetischer Ester 
für oxidative Prozesse besteht. 
4.1.3 Reproduzierbarkeit der Schmierstoffsynthese 
Die nieder‐ und hochviskosen Schmierstoffe HISM und HIGTS konnten durch eine zweistufige 
Synthese hergestellt werden [Rios et al. 2003, Hölderich et al. 2004, Rios et al. 2005a, Rios et al. 
2005b]  (siehe Kap. 1.2).  In der ersten Stufe wurde die Doppelbindung der ungesättigten Fett‐
säuren in einer Transferkatalyse epoxidiert und in einer heterogenen Alkoholysereaktion, in der 
Amberlyst 15 als Festkörpersäure eingesetzt wurde [Lathi und Mattiasson 2007], anschließend 
geöffnet. Durch die Modifizierung konnte die Alterungsbeständigkeit durch Luftoxidation und 
die Viskosität der Schmierstoffe gesteigert werden. Die Syntheseoptimierung bewirkt eine Mi‐
nimierung der zahlreich ablaufenden Nebenreaktionen und führt zur Anreicherung der beiden 
Hauptkomponenten HISM bzw. HIGTS  im jeweiligen Schmierstoff. Der optimierte Produktions‐
prozess, welcher ursprünglich unter Verwendung von Methylestern auf tierischer Basis erreicht 
wurde,  konnte  auch  auf  rein  pflanzlichen Methylester  auf  Rapsölbasis  und HO‐Basis  (HOSO) 
übertragen werden [Eichholz 2007]. Die Optimierung der Schmierstoffsynthese führte zu einer 
erfolgreichen Reproduzierbarkeit bzw. Chargengleichheit von HISM und HIGTS und somit auch 
zu einer gleich bleibenden öko‐ und genotoxischen Wirkung der WSF (vgl. Abbildung 3‐6, Abbil‐
dung 3‐7 und  Tabelle  3‐10). Das potentielle Abbauverhalten  (< 60 %) einzelner  Schmierstoff‐
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chargen wirkt  sich  dabei  nicht  auf  daraus  hergestellte  Produktgemische  aus  (vgl.  Abbildung 
3‐8).  Die  Optimierung  der  25 L‐Technikumsanlage  führte  letztendlich  zu  einer  erfolgreichen 
Reproduzierbarkeit in der Schmierstoffsynthese von HISM und HIGTS und zur Entwicklung einer 
sehr  umweltverträglichen  Produktionsroute  durch  geringe  Lösemittelbelastungen  [Eichholz 
2007, Bressling et al. 2010, Küppers et al. 2010]. 
4.1.4 Bewertung des WSF‐Konzepts für Produktgemische 
Es  ist davon  auszugehen, dass  schwer wasserlösliche  Substanzen ein  geringes Wassergefähr‐
dungspotential besitzen. Da nur gelöste Bestandteile  für aquatische Organismen bioverfügbar 
sind, können auch nur diese zu einer möglichen  toxischen Wirkung beitragen. Dennoch  ist es 
wichtig, schwer wasserlösliche Stoffe ökotoxikologisch zu charakterisieren, da sich ein Gleich‐
gewicht zwischen Probe und Wasser einstellt und damit bestimmte Anteile bioverfügbar wer‐
den [Michel 2004]. Die Richtlinien zur Bewertung der aquatischen Toxizität wurden  jedoch für 
Substanzen konzipiert, die komplett löslich und stabil in wässrigem Medium sind. Daher wurde 
von  der OECD  ein  Dokument  zur  aquatischen  Toxizitätstestung  schwieriger  Substanzen  und 
Mischungen herausgegeben [OECD 23, 2000]. 
Da es sich bei Schmierstoffen und ihren Produktgemischen um schwerlösliche komplexe Gemi‐
sche mit ölhaltigen Grundstoffen handelt, müssen diese für eine Untersuchung mit biologischen 
Testverfahren aufbereitet werden. Dabei gelten Stoffe bzw. Stoffgemische als schwer wasser‐
löslich, wenn  ihre Wasserlöslichkeit 100 mg/l unterschreitet [Rufli et al. 1998]. Die Herstellung 
von  Testlösungen,  insbesondere  für Ölproben  zur Beurteilung der Wassergefährdung, wurde 
bereits  in  zahlreichen Artikeln diskutiert  [Girling 1989, Girling  et al. 1992, Girling und Whale 
1994, Singer et al. 2000, Tsvetnenko und Evans 2002]. Um Water Accomodated Fractions (WAF) 
oder Water Soluble Fractions  (WSF) zu erhalten, wird eine definierte Menge der Substanz  für 
eine bestimmte Zeit mit Wasser gemischt und anschließend die wässrige und die nicht wasser‐
lösliche Phase getrennt (siehe Kap. 2.3). Bei der Herstellung von WSF erfolgt nach der Phasen‐
trennung zusätzlich eine Filtration oder Zentrifugation der wässrigen Phase, um störende physi‐
kalische Effekte in den biologischen Testverfahren durch Öltröpfchen auszuschließen. Das Ver‐
hältnis der Testsubstanz zum Elutionsmittel Wasser wird als Loading  rate bezeichnet, da eine 
Quantifizierung der Substanzkonzentration nicht möglich ist. Analog dazu werden mit den bio‐
logischen Testverfahren keine EC‐ und LC‐Werte bestimmt, sondern EL‐ und LL‐Werte  in Pro‐
zent des Extraktes angegeben [ASTM D6081, 1998; Girling et al. 1992; Battersby 2000]. Die ein‐
fache Aufbereitungsmethode für WSF mit einer Konzentration von 100 g/l ist sehr gut geeignet, 
um das wässrig extrahierbare öko‐ und genotoxische Potential von Schmierstoffen nachzuwei‐
sen [Maxam 2003, Michel 2004, Erlenkämper 2008, Bressling et al. 2010]. Da bei Verdünnung 
der Stammlösung jedoch andere Löslichkeitsverhältnisse als bei separater Elution vorliegen und 
die Darstellung der Ergebnisse nicht in Form von realen Konzentrationen erfolgen kann, ist eine 
rechtliche Bewertung mit dieser Methode  fraglich. Des Weiteren wird die Konzentration der 
Bestandteile  in  den WSF  durch  die  Eigenschaften  des  Schmierstoffes wie  Viskosität, Dichte, 
Oberflächenspannung,  Dampfdruck,  Hydrolysebeständigkeit  und  Photostabilität  beeinflusst 
[Girling 1989]. 
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Für die Bewertung  komplexer Gemische, wie einer  Ester‐Mischung mit  teilweise wasserlösli‐
chen Bestandteilen, wird daher für WAF und WSF die getrennte Elution verschiedener Konzent‐
rationen bevorzugt, da die Toxizität auf die gesamte Substanz bezogen werden kann [Rufli et al. 
1998; OECD 23, 2000]. Damit erhält man die eingewogene Menge als nominale Konzentration 
und kann EL‐Werte  in mg/l bzw. g/l angeben, die die Toxizität der  im Wasser gelösten Stoffe 
wiedergeben. Diese stellt dabei  lediglich den Anteil der Substanz, die dem Wasser zugegeben 
wird,  dar  und  nicht  die  Konzentration  der  tatsächlich  gelösten  Substanz.  Die  eingewogene 
Menge entspricht daher nicht wirklich einer nominalen Konzentration, da sich nicht die ganze 
Substanz  löst,  sich  die  Zusammensetzung  der  gelösten  Bestandteile  signifikant  von  der  ur‐
sprünglichen  Mischung  unterscheidet  und  die  Zusammensetzung  der  gelösten  Bestandteile 
stark von der eingesetzten Menge an Substanz abhängt [Erlenkämper 2008]. 
Da  viele Verbindungen mit unbekannten  chemischen  Strukturen  vorkommen, wird der DOC‐
Gehalt  für  die  Quantifizierung  des  wässrig  verfügbaren  Kohlenstoffanteils  herangezogen 
[Girling und Whale 1994], wobei sich Elutionen mit hohen Beladungsraten stark von denen mit 
niedrigen Beladungsraten unterscheiden (vgl. Tabelle 3‐11). Die Unterschiede des verfügbaren 
Anteils für Beladungen ab 10 g/l bis 100 g/l sind dabei minimal, so dass ab einer WSF‐Konzent‐
ration von 10 g/l eine Sättigung bei synthetischen Estern auf Basis von HOSO erreicht ist. Diese 
Sättigung konnte auch von Erlenkämper [2008] für einzeln eluierte HISM‐ und HIGTS‐Chargen, 
basierend auf tierischen Edukten, nachgewiesen werden. Ebenso kann bestätigt werden, dass 
die unterschiedliche Toxizität von WSF gegenüber Vibrio  fischeri auf unterschiedliche Löslich‐
keitsverhältnisse  dieser  zurückzuführen  ist  (vgl.  Tabelle  3‐12).  Dies  zeigt  sich  jedoch  nur  im 
punktuellen Vergleich der Dosis‐Wirkungskurven (vgl. Abbildung 3‐10) und  ist unabhängig von 
der Steilheit der Kurven, da  für einen qualitativen Vergleich die Beurteilung des Fits entschei‐
dend ist (vgl. Tabelle 3‐13). Die Konzentrationen der eluierten Komponenten in der Testlösung 
werden  somit  sehr  stark durch die unterschiedlichen Elutionsmethoden beeinflusst, was  sich 
wiederum  auf  die  Toxizität  gegenüber  Fischen  (vgl. Tabelle  3‐14)  und  Daphnien  auswirkt 
[Tadokoro et al. 1991]. 
Die Vorgehensweise der  separaten  Elution  verschiedener Konzentrationen  ist  jedoch nur  für 
bereits  optimierte  Schmierstoffe  und  daraus  hergestellte  Produktgemische  sinnvoll  (siehe 
Kap. 3.1.3), da zur Optimierung von umweltfreundlichen Tribosystemen ein schnelles und ein‐
faches Verfahren benötigt wird [Murrenhoff 2010]. Die Untersuchung von WSF mit 100 mg/l ist 
dabei maßgebend  für die Einstufung  in WGK und entspricht den Richtlinien der Vergabe von 
Umweltzeichen für Hydrauliköle, da die für die aquatische Toxizität kritische Konzentration bei 
mindestens 100 mg/l  liegt  [2005/360/EG, 2005; VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. Bei Betrach‐
tung  eines  Worst‐Case‐Szenario  für  umweltsensible  Hydraulikanlagen  [OECD 10,  2004]  ent‐
spricht die Konzentration von 100 g/l einer  realen Konzentration, bei der ökotoxische Effekte 
detektiert werden können. Damit ist ein Vorsorgegedanke mit eingeschlossen, der eine Unter‐
bewertung biogener Schmierstoffe ausschließen soll [Maxam 2003]. 
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4.2 Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester 
Da eine geringe Alterungsstabilität  von  Schmierstoffen  zum erhöhten Rohstoffverbrauch und 
somit zu einer verschlechterten Ökobilanz führt, leitet sich daraus die Notwendigkeit öko‐ und 
genotoxikologischer Untersuchungen zum Alterungsverhalten (Lagerung und Gebrauch) bioge‐
ner Hydraulik‐Schmierstoffe in einem Life Cycle Assessment ab (siehe Abbildung 1‐11). Die Alte‐
rungs‐  bzw. Oxidationsstabilität  gewinnt  daher  einen  Bedeutungszuwachs,  da  sie  neben  der 
Lagerungszeit die Einsatzdauer von Schmierstoffen im tribologischen System bestimmt. 
4.2.1 Bewertung des Alterungsverhaltens durch oxidative Prozesse 
Da Additive neben Verschleiß und Reibung auch das Alterungsverhalten und die Toxizität von 
Schmierstoffen beeinflussen, müssen die Grundöle so optimiert werden, dass sie ohne Additiv‐
zusatz ein gutes Alterungsverhalten während ihrer Lagerung aufweisen [Göhler 2008, Schuma‐
cher  et  al.  2010]. Bei  der Bewertung  des Alterungsverhaltens  durch  oxidative  Prozesse wird 
zwischen natürlicher und künstlicher Oxidation der Schmierstoffprodukte unterschieden. 
 
Abbildung 4‐1:  Bewertungsschema zum Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester hinsichtlich 
ihres Alterungsverhaltens durch oxidative Prozesse 
   
? Abbaukriterien zur Vergabe von Umweltzeichen für pflanzliche Edukte (HOSO) erfüllt
? Verzicht auf Reaktionszeitverkürzung der Epoxidierung durch auftretende Toxizität 
? Optimierung der Schmierstoffsynthese führt zur erfolgreichen Reproduzierbarkeit 
? Beeinflussung der Toxizität der WSF durch unterschiedliche Elutionsmethoden 
? Vorgehensweise der separaten Elution nur für optimierte Schmierstoffe sinnvoll 
? Detektierung ökotoxischer Effekte mit einer realer Konzentration von 100 g/l 
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Jedes Öl unterliegt  fortwährenden Veränderungs‐ und Alterungsprozessen während der Lage‐
rung. Daher  führt die natürliche Oxidation einfacher synthetischer Ester  (Öl 1 und Öl 2) durch 
ihre Lagerung zu einer starken ökotoxischen Wirkung mit zunehmender Temperatur und Lage‐
rungszeit (vgl. Abbildung 3‐12 und Abbildung 3‐13). Die Toxizität korreliert dabei mit Zunahme 
des DOC‐Gehaltes in den 100 g/l‐Eluaten mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit (vgl. 
Tabelle 3‐15). Die in den WSF enthaltene Menge an organischem Kohlenstoff scheint demnach 
neben der Temperatur die Toxizität zu beeinflussen. In Tabelle 4‐2 sind die in der vorliegenden 
Arbeit ermittelten EL50‐Werte und der DOC‐Gehalt der 100 g/l‐Eluate bezüglich des Alterungs‐
verhaltens  durch  oxidative  Prozesse  zur  besseren  Übersicht  erneut  zusammengestellt  (vgl. 
Kap. 3.2.1). Dies verdeutlicht, dass biogene Schmierstoffe auch während der Lagerung altern, 
da  durch  die Abwesenheit  von Additiven  nicht  alle Alterungsursachen  ausgeschaltet werden 
können  [Schumacher  et  al.  2010]. Der  Verzicht  auf  Antioxidantien  führt  somit  vor  allem  zu 
oxidativen Reaktionen während der Lagerungszeit bei Raumtemperatur (RT), die erheblich zur 
Ölalterung beiträgt. Die Reaktionszeitverkürzung der  Schmierstoffsynthese hat darauf  jedoch 
keinen Einfluss, da Öl 2, welches unter normalen Synthesebedingungen keine Ökotoxizität auf‐
weist, nach einjähriger Lagerung bei RT eine höhere Toxizität  im Algen‐ und Daphnientest be‐
sitzt als Öl 1 (Tabelle 4‐2, grau unterlegt). Da industriellen Ölen in der Regel Antioxidantien zu‐
gesetzt werden und in Pflanzenölen zum Teil natürliche Antioxidantien wie Tocopherole enthal‐
ten  sind  [Mateos  et  al.  2005,  Brinkmann  2006],  liegen  bisher  keine  Literaturdaten  zu  Lage‐
rungsuntersuchungen vor. 
Tabelle 4‐2:  Einfluss der natürlichen und  künstlichen Oxidation  auf die wässrig eluierbare ökotoxi‐
sche Wirkung [EL50‐Werte in %] und den DOC‐Gehalt [mg/l] der einfachen synthetischen 
Ester (vgl. Abb. 3‐12, Abb. 3‐13 und Abb. 3‐18) 
  DOC 
[mg/l] 
Algentest 
Daphnien‐
test 
LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
 
Öl 1‐neu  96,06  10,9  33,9  4,5  9,4  > 50   
1 Jahr‐4°C  115,61  9,6  24,1  4,2  21,3  17 
2 Jahre‐4°C  163,38  4,2  23,6  2,8  9,7  15,9 
1 Jahr‐RT  163,26  4,4  13,6  1,9  7,3  3,6 
2 Jahre‐RT  244,42  3,4  7,7  1,5  3,9  5,1 
Öl 1‐oxi  832,69  1,2  4,4  1,0  2,7  2,1 
Öl 2‐neu  42,62  > 80  > 90  8,5  > 50  > 50   
1 Jahr‐4°C  51,64  19,2  41,1  5,4  30,9  23,8 
2 Jahre‐4°C  60,49  7,2  18,8  4,3  9,1  9,8 
1 Jahr‐RT  126,2  1,6  8,1  1,8  6,3  3,0 
Öl 2‐oxi  1119,9  0,6  n.b.  0,6  0,8  1,3 
n.b. = nicht bestimmt; LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; 
grau unterlegt: Vergleich der ökotoxischen Wirkung von Öl 1 und Öl 2 nach einjähriger Lagerung bei RT. 
Pfeil: Zunehmende ökotoxische Wirkung mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit. 
Durch kontinuierliche Syntheseoptimierung und Variationen in der Schmierstoffsynthese konn‐
te die Oxidationsstabilität der HISM‐Chargen erheblich gesteigert werden  [Maier et al. 2008, 
Schumacher et al. 2010]. Die Steigerung der Standzeit im Oxidationstest (siehe Kap. 2.2.1) wur‐
de unter anderem durch Thermodampfdestillation, Eduktwechsel und optimierte Katalysatoren 
erreicht. Die Reaktionszeitverkürzung  von  18 h  (Öl 2‐oxi)  auf  6 h  (Öl 1‐oxi)  führt  ebenfalls  zu 
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einer Erhöhung der Standzeit im Oxidationstest und somit zu einer höheren Oxidationsstabilität 
von Öl 1 gegenüber Öl 2 (vgl. Tabelle 3‐18), was sich auch auf die Lagerung bei Raumtempera‐
tur  auswirkt  (Tabelle 4‐2).  Zudem bewirkt die höhere Viskosität  von Öl 1 einen  langsameren 
oxidativen Abbau durch Sauerstoffdiffusion. Eine Standzeiterhöhung in Abhängigkeit der Reak‐
tionszeit konnte auch für HISM‐Chargen, basierend auf tierischen Edukten beobachtet werden 
[Küppers  et al.  2010]. Da die Alterungsstabilität bzw. Haltbarkeit biogener  Schmierstoffe bei 
Sauerstoffeinwirkung und hohen Temperaturen im Wesentlichen von ihrem Gehalt an ungesät‐
tigten Fettsäuren abhängt, könnte der Grund für die längere Standzeit demnach eine geringere 
Zahl an Doppelbindungen im synthetisierten Schmierstoff sein. Da Öl 1 und Öl 2 nach ihrer Syn‐
these  jedoch gleiche Jodzahlen aufweisen (vgl. Tabelle 3‐4) und Öl 1 trotzdem eine um 11 min 
höhere Standzeit besitzt, muss daher ein anderer Oxidationsmechanismus vorliegen. Dennoch 
konnte durch die künstliche Oxidation mit Hilfe des Oxidationstests der Einfluss von Sauerstoff 
durch Umgebungsluft auf einfache synthetische Ester simuliert und die Auswirkungen öko‐ und 
genotoxikologisch (vgl. Abbildung 3‐18 und Tabelle 3‐19) nachgewiesen werden [Bressling et al. 
2009, Schumacher et al. 2010]. Diese Ergebnisse sind weitestgehend vergleichbar mit der na‐
türlichen Oxidation bei Raumtemperatur  (Tabelle 4‐2 und Tabelle 4‐3), was auf den vorherr‐
schenden  Mechanismus  der  Autoxidation  während  der  Lagerung  hindeutet  [Fox  und 
Stachowiak 2007]. 
Tabelle 4‐3:  Einfluss  der  natürlichen  und  künstlichen  Oxidation  auf  die  wässrig  eluierbare 
genotoxische Wirkung der einfachen synthetischen Ester (vgl. Tab. 3‐16 und Tab. 3‐19) 
  ‐S9  +S9   
DLI  genotoxisch  zytotoxisch  DLI  genotoxisch  zytotoxisch   
Öl 1‐neu  3  +  ‐  1,5  ‐  ‐   
1 Jahr‐4°C  3  +  ‐  1,5  ‐  ‐   
2 Jahre‐4°C  6  +  ‐  1,5  ‐  ‐   
1 Jahr‐RT  12  +  ++  1,5  ‐  ‐   
2 Jahre‐RT  12  +  ++  3  +  ‐   
Öl 1‐oxi  24  +  ++  6  +  ++   
Öl 2‐neu  1,5  ‐  ‐  1,5  ‐  ‐   
1 Jahr‐4°C  3  +  ‐  1,5  ‐  ‐   
2 Jahre‐4°C  6  +  ‐  1,5  ‐  ‐   
1 Jahr‐RT  12  +  ++  3  +  ‐   
Öl 2‐oxi  48  +  ++  12  +  ++   
‐ nicht genotoxisch, nicht zytotoxisch: Induktionsrate < 1,5; 
+ genotoxisch: Induktionsrate ≥ 1,5 und korrespondierender Wachstumsfaktor ≥ 0,5; 
++ zytotoxisch: Induktionsrate ≥ 1,5 und korrespondierender Wachstumsfaktor < 0,5; 
beige unterlegt: Erhöhung des DLI‐Wertes bzw. der geno‐ und zytotoxischen Wirkung um eine Verdünnungsstufe. 
grau unterlegt: Vergleich der geno‐ und zytotoxischen Wirkung von Öl 1 und Öl 2 nach künstlicher Oxidation. 
Pfeil: Zunehmende geno‐ und zytotoxische Wirkung mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit. 
Die wässrig extrahierbare Genotoxizität der einfachen  synthetischen Ester  ist durch oxidative 
Prozesse  insgesamt  sehr  stark  ausgeprägt. Mit  zunehmender  Temperatur  und  Lagerungszeit 
nimmt der DLI‐Wert um  jeweils eine Verdünnungsstufe  zu  (Tabelle 4‐3, beige unterlegt). Die 
Lagerung bei Raumtemperatur  führt, unabhängig  vom  Syntheseprozess eines  Schmierstoffes, 
direkt zu einer genotoxischen und zytotoxischen Wirkung, wenn keine metabolisierenden En‐
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zyme zugegeben werden (‐S9). Die zytotoxischen Substanzen werden durch den S9‐Mix jedoch 
metabolisiert und detoxifiziert. Eine Entgiftung der toxischen Reaktionsprodukte nach einjähri‐
ger  Lagerung bei Raumtemperatur erfolgt durch eine metabolische Aktivierung  (+S9) nur  für 
Öl 1. Daher lässt sich ableiten, dass die einjährige Lagerung von Öl 2, bezüglich des Oxidations‐
verlaufs, der zweijährigen Lagerung von Öl 1 bei Raumtemperatur entspricht. Die höhere Oxida‐
tionsstabilität von Öl 1  lässt sich auch anhand des geringeren DLI‐Wertes  im Vergleich zu Öl 2 
ableiten  (Tabelle  4‐3,  grau  unterlegt). Die  durch  die  künstliche Oxidation  auftretende  geno‐
toxische und zytotoxische Wirkung wird  jedoch nicht durch die metabolische Aktivierung auf‐
gehoben. Dennoch kann eine mutagene Wirkung  für alle oxidativen Prozesse ausgeschlossen 
werden  (vgl. Tabelle 3‐17 und Tabelle 3‐20). Eine auftretende Zyto‐ und Genotoxizität konnte 
auch  für ungesättigte und gesättigte Fettsäuren auf Algen  [Wu et al. 2006] und  für gebildete 
Oxidationsprodukte  ungesättigter  Fettsäuren  durch  Autoxidation  beobachtet  werden 
[Esterbauer 1993, Luczaj und Skrzydlewska 2003]. 
Im Bezug auf die Entsorgung  im Rahmen des LCA  (Abbildung 4‐1) besitzen einfache syntheti‐
sche Ester eine gleich bleibende gute biologische Abbaubarkeit von mindestens 60 % nach na‐
türlicher  (vgl. Abbildung  3‐17  und  Abbildung  7‐13)  und  künstlicher Oxidation  (vgl. Abbildung 
3‐21). Damit  sind die Anforderungen an die biologische Abbaubarkeit nach  ISO 15380  [2011] 
trotz Lagerung erfüllt (siehe Kap. 1.5). Da die WSF der Grundöle mit 100 mg/l jedoch kein öko‐
toxisches Wirkpotential  gegenüber  aquatischen  Organismen  aufweisen  (EC50 > 100 mg/l,  vgl. 
Tabelle 7‐3), sind alle oxidativen Prozesse der einfachen synthetischen Ester entsprechend den 
rechtlichen Vorgaben als nicht ökotoxisch zu bewerten [2005/360/EG, 2005;  ISO 15380, 2011; 
VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. Aufgrund der oxidativen Reaktionen durch Sauerstoff und Licht 
und der daraus gewonnenen öko‐ und genotoxikologischen Erkenntnisse bei einer realen Kon‐
zentration von 100 g/l sollten einfache synthetische Ester auf Basis von HOSO möglichst dunkel, 
kühl und unter Ausschluss von Sauerstoff gelagert werden.  
4.2.2 Bewertung des Alterungsverhaltens durch tribologische Anwendung 
Die an einen Hydraulik‐Schmierstoff gestellten Anforderungen steigen  im Laufe der Zeit konti‐
nuierlich  an. Um  die  Leistungsfähigkeit  von  Bioschmierstoffen  zu  erhöhen, wurde  zu  Beginn 
deren Entwicklung der Weg über eine effizientere Additivierung gewählt. Mit der Einführung 
des Umweltzeichens RAL‐UZ 79  [2011]  für Hydraulikflüssigkeiten wurde  jedoch deutlich, dass 
die  hohen  Anforderungen mit  herkömmlichen  Additiven  nicht  zu  erfüllen  sind  [Murrenhoff 
2002]. Daher bestand die Notwendigkeit, alternative umweltverträgliche Additive zu entwickeln 
bzw. Additive  ganz  aus dem  Schmierstoff  zu eliminieren,  indem die  Funktionen der Additive 
durch PVD‐Schichten auf Partner des Tribosystems übertragen wurden [Murrenhoff 2010] (sie‐
he Kap. 1.4). Bei der Bewertung des Alterungsverhaltens durch tribologische Anwendung muss 
somit zwischen konventionellem und umweltfreundlichen Tribosystem unterschieden werden 
(Abbildung 4‐2). 
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Abbildung 4‐2:  Bewertungsschema zum Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester hinsichtlich 
ihres Alterungsverhaltens durch tribologische Anwendung 
Das Alterungsverhalten wie auch die rheologischen und tribologischen Eigenschaften syntheti‐
scher Ester  sind entscheidend von  ihrer Fettsäurezusammensetzung abhängig  [Adhvaryu und 
Erhan 2002, Adhvaryu et al. 2004b, Adhvaryu et al. 2006, Sharma et al. 2006, Erhan et al. 2008, 
Kleinová et al. 2008, Salimon et al. 2010, Salimon et al. 2011]. Je höher der Anteil an einfach 
ungesättigten  Fettsäuren  (z.B. Ölsäure, C18:1)  ist, desto höher  ist die Alterungsstabilität des 
Öls. Für eine Druckflüssigkeit betreffen die wichtigsten Eigenschaftsänderungen die Viskosität, 
den Säuregehalt, das Schaumverhalten, das Luftabscheidevermögen und das Verschleißschutz‐
vermögen. Daneben werden aber auch die Farbe, der Geruch und die ökologische Verträglich‐
keit beeinflusst. Die Beschränkung auf die Neutralisationszahl, den Wassergehalt und die kine‐
matische Viskosität dient der einfacheren Darstellbarkeit  (vgl. Abbildung 3‐22 und Abbildung 
7‐18).  Der  Anstieg  der  Viskosität  und  der  Neutralisationszahl  ist  dabei  typisch  für  einen 
unadditivierten Schmierstoff. Der Wassergehalt von Öl 2 besitzt zwar eine abfallende Tendenz 
mit Zunahme der Gebrauchsdauer, in der sich ein Abtrocknen auf Grund der hohen Tanktempe‐
ratur widerspiegelt, dem überlagert  ist allerdings ein Anstieg des Wassergehalts von 400 ppm 
auf 800 ppm nach 1005 h (vgl. Abbildung 3‐22). Dieser Anstieg fällt zeitlich mit der Abschaltung 
des Prüfstandes zusammen, so dass vermutet werden kann, dass durch die Luftfeuchtigkeit und 
die Abkühlung  des  synthetischen  Esters  in  dieser  Zeit wieder  eine Anreicherung mit Wasser 
stattgefunden hat [Göhler 2008].  
Als Folge dieser vom Neuzustand unterschiedlichen Flüssigkeitseigenschaften ändern  sich die 
Systemeigenschaften der  gesamten Anlage.  Eine  gestiegene Viskosität  hat  einen  Einfluss  auf 
den Wirkungsgrad der Anlage. Die Zunahme des Säuregehalts kann zu erhöhter Korrosion, und 
ein gestiegener Anteil von Alterungsprodukten zu Schäden an Dichtungen führen. Die Abnahme 
des Verschleißschutzes der Flüssigkeit vermindert die Lebensdauer der Anlagenkomponenten. 
Als Folge dieser Veränderungen wird die gealterte Flüssigkeit gegen eine neue ausgetauscht. Da 
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dies mit Kosten für die Hydraulikflüssigkeit und ihrer Entsorgung sowie Einschränkung der Ver‐
fügbarkeit der hydraulischen Anlage verbunden  ist, wird deutlich, dass eine gesteigerte Alte‐
rungsstabilität  des  verwendeten  Schmierstoffes  einen  direkten  Einfluss  auf  die  Wirtschaft‐
lichkeit der Anlage ausübt [Göhler 2008]. 
4.2.2.1 Einfluss des Gebrauchs auf die Ökotoxizität der WSF 
Da Schmierstoffe durch  ihre tribologische Anwendung hohen Belastungen ausgesetzt werden, 
wurden  im Rahmen des SFB 442 zahlreiche Gebrauchtproben nach Einsatz  in konventionellen 
und umweltverträglichen Tribosystemen untersucht [Schmitz et al. 1998a, Maxam et al. 2002, 
Hahn et al. 2006, Erlenkaemper et al. 2007, Maier et al. 2008, Bressling et al. 2009, Enekes et al. 
2009, Murrenhoff 2010]. Biogene Hydraulik‐Schmierstoffe auf Basis synthetischer Ester (HEES) 
besitzen  im ungebrauchten Zustand eine gute Umweltverträglichkeit, so dass sie nach VwVwS 
[2005]  in die WGK 1 oder als  „nicht wassergefährdend“ eingestuft werden. Die während der 
tribologischen Anwendung auftretenden chemischen und toxikologischen Veränderungen, spie‐
len bei der Einstufung von Schmierstoffen  in WGK bisher  jedoch keine Rolle. Vor dem Hinter‐
grund der Optimierung von umweltfreundlichen Tribosystemen müssen aber auch gebrauchs‐
bedingte Veränderungen aufgezeigt werden [Maxam 2003].  In Tabelle 4‐4 sind die  in der vor‐
liegenden Arbeit ermittelten EL50‐Werte der 100 g/l‐Eluate bezüglich des Alterungsverhaltens 
durch tribologische Anwendung noch einmal zur besseren Übersicht vergleichend  (0,75 h und 
462/498 h) zusammengestellt (vgl. Kap. 3.2.2). 
Tabelle 4‐4:  Einfluss der  tribologischen Anwendung auf die wässrig eluierbare ökotoxische Wirkung 
[EL50‐Werte in %] der einfachen synthetischen Ester (vgl. Abb. 3‐23 und Abb. 3‐28) 
  Grundkörper‐
Gegenkörper 
Algentest 
Daphnien‐
test 
LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
Öl 1‐neu  ‐  10,9  33,9  4,5  9,4  > 50 
Öl 1‐0,75 h  Stahl‐Messing  17,1  36,9  6,8  19,5  18,9 
Öl 1‐1 Jahr‐RT  ‐  4,4  13,6  1,9  7,3  3,6 
Öl 1‐0,75 h  Stahl‐ZrCg  8,0  26,6  2,6  26,6  10,9 
Öl 1‐neu  ‐  10,9  33,9  4,5  9,4  > 50 
Öl 1‐462 h  Stahl‐Messing  3,0  30,9  4,1  > 50  7,4 
Öl 2‐1 Jahr‐RT  ‐  1,6  8,1  1,8  6,3  3,0 
Öl 2‐498 h  Stahl‐ZrCg  11,2  35,5  2,6  > 50  14,2 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; 
grau unterlegt: Vergleich von konventionellem und umweltverträglichem Tribosystem bei gleicher Gebrauchsdauer 
(0,75 h) bzw. ähnlicher Gebrauchsdauer (462/498 h). 
grün unterlegt: Abnahme der ökotoxischen Wirkung im Vergleich zum ungebrauchten Schmierstoff. 
rot unterlegt: Zunahme der ökotoxischen Wirkung im Vergleich zum ungebrauchten Schmierstoff. 
Durch die unterschiedlichen Gegenkörper  im  konventionellen  (Messing) und umweltfreundli‐
chen  (ZrCg)  Tribosystem  sowie  die  unterschiedlichen Ausgangsbedingungen  der  eingesetzten 
Schmierstoffe, kann die ökotoxische Wirkung der WSF sowohl zu‐ als auch abnehmen (vgl. Ab‐
bildung 3‐23, Abbildung 3‐24 und Abbildung 3‐28). Die einzelnen Biotests reagieren dabei sehr 
unterschiedlich, so dass die 100 g/l‐Eluate eine unterschiedliche Wirkung auf die Organismen 
besitzen [Cecutti und Agius 2008]. Im Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putida führt 
die  tribologische  Anwendung  mit  der  Stahl‐Messing‐Paarung  zu  einer  Toxizitätszunahme 
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(Tabelle 4‐4, rot unterlegt), während Vibrio  fischeri eine Toxizitätsabnahme  (Tabelle 4‐4, grün 
unterlegt) zeigt. Während die ökotoxische Wirkung im Algen‐ und Daphnientest weitestgehend 
nachlässt,  steigt  die  Lumineszenz‐Hemmung.  Der  Lumineszenz‐Hemmtest  erweist  sich  mit 
EL50‐Werten unter 10 % als empfindlichstes Testsystem [Erlenkämper 2008], da bei diesem aku‐
ten Toxizitätstest die Beeinträchtigung des Stoffwechsels von V. fischeri als Parameter  für die 
toxische Wirkung herangezogen wird. Maxam [2003] konnte anhand von G‐Werten ermitteln, 
dass V. fischeri im Lumineszenz‐Hemmtest stärker auf die Veränderung von Grundölen reagiert 
als auf die Veränderung des Additivgehaltes. Außerdem wurde eine Abnahme der Algentoxizi‐
tät  im geschlossenen Tribosystem,  im Vergleich zum offenen System, wie dem Alterungsprüf‐
stand beobachtet. Da die Gebrauchtproben nach 462/498 h  im Zellvermehrungshemmtest mit 
V. fischeri  keine Wirkung  (> 50 %)  zeigen, wird  verdeutlicht,  dass  die Wirkung  auf  den  Stoff‐
wechsel nur  geringen oder  gar  keinen  toxischen  Einfluss  auf das Wachstum des Organismus 
hat. Die gebrauchsbedingte Zunahme der Toxizität nach 1005 h  (vgl. Abbildung 3‐24), wurde 
auch  von  Schmitz  et  al.  [1998]  für  den  Lumineszenz‐Hemmtest  und  die  beiden  Zellvermeh‐
rungshemmtests anhand von G‐Werten nach 1000 h ermittelt. 
Durch  den  Abrieb  beschichteter  und  unbeschichteter  Komponenten  in Werkzeugmaschinen 
werden Metalle in den Schmierstoff eingetragen, die zur Zunahme der Toxizität führen können 
[Ruiz et al. 2001, Michel 2004]. Der Metallgehalt  in den Ölen 1 und 2 steigt mit zunehmender 
Gebrauchsdauer im konventionellen Tribosystem an (vgl. Abbildung 3‐26 und Abbildung 3‐27). 
Der stetige Anstieg des Metallgehalts ist auf den Verschleiß des Tribometers zurückzuführen, da 
permanent neuer Abrieb erzeugt wird und der Löseprozess so nicht zum Stillstand kommt. Fer‐
ner weisen Schmierstoffe mit zunehmender Gebrauchsdauer in der Regel eine farbliche Verän‐
derung von goldgelb nach pechschwarz auf, was ein  Indiz  für eine  thermisch‐oxidative Belas‐
tung der Schmierstoffe  ist  [Schmidt 2003, Erlenkämper 2008, Maier 2009]. Die Beeinflussung 
und Veränderung der Toxizität  ist somit nicht ausschließlich vom Metallgehalt  im Schmierstoff 
abhängig,  sondern  auch  von  seiner  alterungsbedingten  Veränderung  durch  den  Gebrauch 
[Maxam et al. 2002, Erlenkämper 2008, Bressling et al. 2009, Schumacher et al. 2010]. Eine Be‐
einflussung  der  Toxizität  aufgrund  der Veränderung  des HISM‐Gehaltes  über  die Gebrauchs‐
dauer  ist auszuschließen, da  synthetische Ester auf Basis  von HOSO einen  konstanten HISM‐
Gehalt  während  ihrer  tribologischen  Anwendung  (0,75‐1005 h)  besitzen  [Schumacher  et  al. 
2010]. Hingegen wurde von Maier [2009] für synthetische Ester auf tierischer Basis eine signifi‐
kante  Abnahme  des  HISM‐Gehaltes  von  45 %  auf  17 % während  einer Gebrauchsdauer  von 
25‐1000 h  im  Alterungsprüfstand  festgestellt,  so  dass  eine  oxidative  Zerstörung  des  HISM‐
Moleküls hier nicht auszuschließen ist. 
Die Anwendung einfacher synthetischer Ester  im umweltfreundlichen Tribosystem führt zu ei‐
ner Abnahme des bereits durch Lagerungsprozesse vorhandenen öko‐ und genotoxischen Po‐
tentials (vgl. Abbildung 3‐28 und Tabelle 3‐26). Die Abnahme der Toxizität korreliert dabei mit 
Zunahme der Gebrauchsdauer, obwohl ein erhöhter Metalleintrag in die Schmierstoffe stattfin‐
det und in die 100 g/l‐Eluate übergeht (vgl. Abbildung 3‐30 und Abbildung 3‐31). Die WSF nach 
0,75 h und 498 h besitzen jedoch trotz ähnlicher Verfügbarkeiten von Kupfer und Zink (vgl. Ta‐
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belle 3‐27) eine unterschiedliche ökotoxische Wirkung  (vgl. Abbildung 3‐28) bei entsprechen‐
den pH‐Werten und  Leitfähigkeiten  (vgl. Tabelle 3‐25). Somit  ist davon auszugehen, dass die 
Metalle  nicht  allein  für  die  gebrauchsbedingte  toxische Wirkung  von  Schmierstoffen  verant‐
wortlich sein können, sondern die Oxidation des Schmierstoffes die hauptsächliche Ursache für 
die Toxizität  ist  [Bressling et al. 2009, Schumacher et al. 2010]. Außerdem weisen zuvor gela‐
gerte Schmierstoffe nach Anwendung im umweltverträglichen Tribosystem ein geringeres öko‐
toxisches Potential auf, als neu  synthetisierte Schmierstoffe  im konventionellen Tribosystem, 
da durch die thermische Belastung eine oxidative Zerstörung der zuvor gebildeten Oxidations‐
produkte stattfindet [Fox und Stachowiak 2007]. 
Demzufolge  ist  das Alterungsverhalten  einfacher  synthetischer  Ester  durch  tribologische An‐
wendung unabhängig von  ihrem vorherigen Syntheseprozess bzw.  ihrer Lagerung. Daher kön‐
nen biogene Hydraulik‐Schmierstoffe durchaus auch nach vorheriger  Lagerung  in umweltver‐
träglichen hydraulischen Anlagen eingesetzt werden. Im Bezug auf ihre Entsorgung im Rahmen 
des LCA  (Abbildung 4‐2) besitzen einfache  synthetische Ester nach  tribologischer Anwendung 
eine gleich bleibende gute biologische Abbaubarkeit von mindestens 60 % (vgl. Abbildung 3‐25 
und Abbildung 3‐29) für die Kategorie HEES nach ISO 15380 [2011]. Da die WSF mit einer Kon‐
zentration von 100 mg/l keine akute Toxizität aufweisen (EC50 > 100 mg/l, vgl. Tabelle 7‐4), sind 
Altöle auf Basis von HOSO aus hydraulischen Anlagen nach AltölV [2002], den rechtlichen Vor‐
gaben entsprechend als nicht ökotoxisch  zu bewerten  [2005/360/EG, 2005;  ISO 15380, 2011; 
VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. 
4.2.2.2 Einflussfaktoren auf die Bioverfügbarkeit der Schmierstoffbestandteile 
Analytische Untersuchungen  der  Schmierstoffe  haben  gezeigt,  dass  der Metallgehalt mit  zu‐
nehmender Gebrauchsdauer  in hydraulischen Anlagen ansteigt  [Bressling et al. 2009, Enekes 
und Murrenhoff 2010, Schumacher et al. 2010]. Besonders relevant sind in diesem Zusammen‐
hang  die Metalle  Kupfer,  Eisen,  Zink  und  Blei  als  Hauptbestandteile  der  beschichteten  und 
unbeschichteten  Komponenten  im  Alterungsprüfstand I  (siehe  Kap. 2.2.2).  Neben  dem  DOC‐
Gehalt als  Interaktionspartner der Metalle hat auch der pH‐Wert einen bedeutenden Einfluss 
auf die Bioverfügbarkeit der Schmierstoffbestandteile in den WSF.  
Die Alterung der einfachen synthetischen Ester im konventionellen Tribosystem geht mit einer 
zunehmenden Leitfähigkeit und einem steigenden DOC‐Gehalt der WSF mit zunehmender Ge‐
brauchsdauer einher (vgl. Tabelle 3‐21). Dies ist auf die höhere Polarität und Wasserlöslichkeit 
des Alkohols und der Säure zurückzuführen. In den 100 g/l‐Eluaten der Gebrauchtproben  lässt 
sich ein Kohlenstoffgehalt von 50 mg/l bis 235 mg/l nachweisen. Der Einfluss organischer Sub‐
stanzen  auf die Bioverfügbarkeit  von Metallen und  ihre Toxizität  auf aquatische Organismen 
wurde  bereits  in  zahlreichen  Artikeln  beschrieben  [Guo  et  al.  2001,  Kramer  et  al.  2004, 
De Schamphelaere  et  al.  2004a, Hyne  et  al.  2005,  Burnison  et  al.  2006,  Tsiridis  et  al.  2006, 
Nogueira  et  al.  2009].  Unter  anderem  konnte  eine  Abnahme  der  Bioverfügbarkeit  von  Zink 
durch Anwesenheit von DOC für Algen beobachtet [Hyne et al. 2005] und der Einfluss von ge‐
lösten  organischen  Bestandteilen  im  akuten  Daphnientest  nachgewiesen  werden  [De 
Schamphelaere et al. 2004a]. Die akute Toxizität von Kupfer nimmt mit  zunehmendem DOC‐
D I S K U S S I O N  
 
135
Gehalt gegenüber Daphnien sehr stark ab [Hyne et al. 2005], da Kupfer nahezu immer an orga‐
nische Bestandteile bindet, wenn diese  als Bindungspartner  vorhanden  sind  [Neubecker und 
Allen 1983, Allen und Hansen 1996]. Da die WSF nach 0,75 h trotz höchster Verfügbarkeit von 
Kupfer und Zink (vgl. Tabelle 3‐24) nicht die höchste Toxizität besitzen (vgl. Abbildung 3‐23 und 
Abbildung  3‐24),  ist  ein  Einfluss  durch  den DOC‐Gehalt  auf  die Bioverfügbarkeit  der Metalle 
nicht auszuschließen.  In Abwesenheit von organischen Bestandteilen kann ebenfalls eine Ab‐
nahme von Kupfer und Zink durch die Anwesenheit von Desmodesmus subspicatus und Vibrio 
fischeri erfolgen [Erlenkämper 2008], was auf die hohe Verfügbarkeit von Metallen aus reinen 
Metallsalzlösungen zurückzuführen ist [Hund‐Rinke und Kördel 2003]. 
Wesentlich schwieriger ist das Verständnis des pH‐Wertes als Einflussgröße bei der aquatischen 
Toxizität  von Metallen  [De Schamphelaere  et  al.  2005],  da  sein  Einfluss  auf  die  ökotoxikolo‐
gische Bioverfügbarkeit komplex  ist. Der pH‐Wert kann die  Interaktion  zwischen Organismen 
und Metallen in mindestens zweierlei Hinsicht beeinflussen [Fent 2003]: 
? Die Verminderung des pH‐Wertes wirkt sich auf die Speziierung der Metalle aus. 
? Die  pH‐Senkung  beeinflusst  die  biologische  Aktivität  und  die  Aufnahmekapazität  der 
Aufnahmeoberflächen.  
Die pH‐Werte der 100 g/l‐Eluate liegen alle zwischen 4 und 5 im sauren bis schwach sauren Be‐
reich und zeigen durch die  tribologische Anwendung sowohl eine Abnahme als auch eine Zu‐
nahme (vgl. Tabelle 3‐21 und Tabelle 3‐25). Bei fallendem pH‐Wert tendieren Metall‐Komplexe 
zur Dissoziation, was zu einer Erhöhung der freien Metall‐Ionenkonzentrationen führt. Bei klei‐
neren pH‐Werten konkurrieren die Protonen um die Aufnahmestellen der Membran und redu‐
zieren damit die Toxizität [Fent 2003]. Der pH‐Wert kann daher sowohl positive als auch negati‐
ve Auswirkungen auf die Bioverfügbarkeit von Metallen haben. Im Daphnientest kann die Toxi‐
zität  von  Kupfer mit  zunehmendem  pH‐Wert  abnehmen, während  die  Toxizität  von  Zink  zu‐
nimmt [Hyne et al. 2005]. Eine Toxizitätsabnahme bei zunehmendem pH‐Wert und abnehmen‐
der Verfügbarkeit der Metalle findet auch im Zellvermehrungshemmtest mit Vibrio fischeri statt 
(vgl. Abbildung 3‐23, Tabelle 3‐21 und Tabelle 3‐24), da das Bakterium Transportsysteme  für 
den aktiven Chromattransport aus der Zelle besitzt [Silver und Phung 1996]. Ein Anstieg des pH‐
Wertes  im Medium  führt zu einem kontinuierlichen Anstieg der Metalladsorption von Kupfer 
und  Zink bei Algen  [De Schamphelaere  et al.  2004b].  Für Daphnien  konnte hingegen  gezeigt 
werden, dass die Toxizität von Kupfer mit zunehmendem pH‐Wert abnimmt [De Schamphelaere 
et al. 2004b, Hyne et al. 2005], während die Toxizität von Zink zunimmt [Hyne et al. 2005]. Die 
pH‐Werte im Medium der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Algentests lagen mit Wer‐
ten zwischen 8 und 9 stets im alkalischen Bereich, so dass hier eine erhöhte Verfügbarkeit der 
Metalle  in den WSF  vermutet werden  kann  [Erlenkämper 2008]. Dies  kann  anhand der WSF 
nach 0,75 h und 498 h  (Stahl‐ZrCg) bestätigt werden, da die WSF neben  gleichen pH‐Werten 
(vgl. Tabelle 3‐25) und ähnlichen Verfügbarkeiten von Kupfer und Zink (vgl. Tabelle 3‐27) auch 
eine ähnliche Algentoxizität besitzen (vgl. Abbildung 3‐28). 
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4.3 Life Cycle Assessment einer komplexen Ester‐Mischung 
Für die Anwendung der neu entwickelten Tribosysteme im SFB 442 sind unterschiedliche Visko‐
sitätsklassen notwendig. Die nieder‐ und hochviskosen Schmierstoffe HISM und HIGTS stellen 
daher  Eckpunkte einer  Flüssigkeitsfamilie dar,  in der durch Mischung unterschiedlicher Mas‐
senanteile dieser Grundöle die gewünschten Viskositäten eingestellt werden [Göhler 2008]. Da 
eine Mischung sich auf alle Flüssigkeitseigenschaften auswirkt und die Viskosität lediglich einen 
einzelnen Zielparameter darstellt, wurde die komplexe Ester‐Mischung (HISM/HIGTS) hinsicht‐
lich  ihres Alterungsverhaltens  in einem Life Cycle Assessment öko‐ und genotoxikologisch cha‐
rakterisiert. 
 
Abbildung 4‐3:  Bewertungsschema  zum  Life  Cycle  Assessment  einer  komplexen  Ester‐Mischung  hin‐
sichtlich ihres Alterungsverhaltens durch oxidative Prozesse und Anwendung im umwelt‐
freundlichen Tribosystem 
   
? Einstufung biogener Hydraulik‐Schmierstoffe (HEES) im ungebrauchten Zustand: WGK 1
? Bioabbaubarkeit nach ISO 15380 [2011] erfüllt: ≥ 60 % nach Lagerung und Gebrauch 
? Oxidativ bedingte Toxizitätszunahme mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit 
? Korrelation der alterungsbedingten Toxizität mit steigendem DOC‐Gehalt der WSF 
? Simulation der künstlichen Oxidation vergleichbar mit natürlicher Oxidation bei RT 
? Lagerungsbedingungen für synthetische Ester: dunkel, kühl und Ausschluss von Sauerstoff 
? Leistungsfähiger Einsatz biogener Hydraulik‐Schmierstoffe auch nach vorheriger Lagerung 
? Gebrauchsbedingte Ökotoxizität: Oxidation > Bioverfügbarkeit (pH, DOC) > Metalleintrag 
? Optimierung umweltfreundlicher Tribosysteme durch Untersuchung gebrauchsbedingter 
Veränderungen möglich 
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4.3.1 Bewertung des Alterungsverhaltens durch oxidative Prozesse 
Neben  den Grundölen  unterliegen  auch  ihre Mischungen  fortwährenden Veränderungs‐  und 
Alterungsprozessen  während  der  Lagerung.  Die  natürliche  Oxidation  der  komplexen  Ester‐
Mischung (Ölgemisch) durch ihre Lagerung führt jedoch zu einer geringeren ökotoxischen Wir‐
kung mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit (vgl. Abbildung 3‐32). Die Toxizität kor‐
reliert dabei, wie bei den einfachen  synthetischen Estern, mit Zunahme des DOC‐Gehaltes  in 
den 100 g/l‐Eluaten mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit (vgl. Tabelle 3‐28). In Ta‐
belle 4‐5  sind die  in der vorliegenden Arbeit ermittelten EL50‐Werte und der DOC‐Gehalt der 
100 g/l‐Eluate bezüglich des Alterungsverhaltens durch oxidative Prozesse noch einmal zur bes‐
seren Übersicht zusammengestellt (vgl. Kap. 3.3.1). 
Tabelle 4‐5:  Einfluss der natürlichen und  künstlichen Oxidation  auf die wässrig eluierbare ökotoxi‐
sche  Wirkung  [EL50‐Werte  in  %]  und  den  DOC‐Gehalt  [mg/l]  der  komplexen  Ester‐
Mischung (vgl. Abb. 3‐32 und Abb. 3‐33) 
  DOC 
[mg/l] 
Algentest 
Daphnien‐
test 
LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
 
Ölgemisch‐neu  81,07  > 80  > 90  7,7  > 50  > 50   
1 Jahr‐4°C  100,46  62,8  70,9  6,0  > 50  31,1 
6 Monate‐RT  136,23  36  > 90  5,4  > 50  20,8 
1 Jahr‐RT  150,23  20  21,5  4,3  17,3  8,4 
Ölgemisch‐oxi  228,86  1,8  8,3  1,2  2,6  3,1 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; 
Pfeil: Zunehmende ökotoxische Wirkung mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit. 
Die für Hydraulik‐Schmierstoffe typische kinematische Viskosität von 32 mm2/s wirkt sich posi‐
tiv  auf  die  Lagerung  des  Ölgemisches  bei  Raumtemperatur  aus,  da  sie  einen  langsameren 
oxidativen Abbau durch Sauerstoffdiffusion bewirkt. Die für das Ölgemisch erzielte Standzeit im 
Oxidationstest  liegt mit 28 min eine Minute über Öl 1  (vgl. Tabelle 3‐18 und Tabelle 3‐31), so 
dass eigentlich eine ähnliche Oxidationsstabilität  für das Grundöl und die Mischung vorliegen 
sollte. Die künstliche Oxidation der Ester‐Mischung auf Basis von HOSO führt ebenfalls zu einer 
starken ökotoxischen Wirkung (vgl. Abbildung 3‐33). Diese wurde auch von Erlenkämper [2008] 
für eine HISM/HIGTS‐Mischung mit 35 % Massenanteil HISM und einer kinematischen Viskosität 
von 100 mm²/s  (Getriebeöl) nachgewiesen. Für diese Mischung auf  tierischer Basis wurde  im 
Oxidationstest eine Standzeit von 27 min ermittelt [Göhler 2008], die nur eine Minute unter der 
komplexen  Ester‐Mischung  liegt.  Untersuchungen  verschiedener  Mischungsverhältnisse  von 
HISM und HIGTS auf  tierischer Basis haben gezeigt, dass die Standzeit  im Oxidationstest von 
38 min auf 17 min mit zunehmendem HISM‐Anteil abnimmt [Göhler 2008], hingegen die biolo‐
gische Abbaubarkeit von 60 % auf 70 % zunimmt [Maier 2009]. Freie Radikale sind dabei stärker 
reaktiv als die Ausgangsstoffe und greifen daher auch Moleküle der weniger stark oxidativ an‐
fälligen Mischungskomponente an. Es  ist daher  immer ein dominanterer Einfluss der Kompo‐
nente mit der geringeren Standzeit zu erwarten [Göhler 2008]. 
Das Mischungsverhältnis der komplexen Ester‐Mischung auf Basis von HOSO wirkt sich positiv 
auf  die  wässrig  extrahierbare  Genotoxizität  nach  der  Lagerung  aus  (vgl.  Tabelle  3‐29).  Der 
DLI‐Wert nimmt mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit zwar um jeweils eine Verdün‐
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nungsstufe  zu, wenn keine metabolisierenden Enzyme  zugegeben werden  (‐S9),  jedoch  führt 
die  Lagerung  bei  Raumtemperatur  nicht  wie  bei  einfachen  synthetischen  Estern  zur  zyto‐
toxischen Wirkung  (Tabelle 4‐3). Die genotoxischen  Substanzen werden auch hier durch den 
S9‐Mix metabolisiert und detoxifiziert. Die durch die künstliche Oxidation auftretende zytotoxi‐
sche Wirkung wird im Gegensatz zu den einfachen synthetischen Estern durch die metabolische 
Aktivierung  aufgehoben  (vgl.  Tabelle  3‐32 und Abbildung  3‐34).  Eine mutagene Wirkung der 
Eluate kann für alle oxidativen Prozesse ausgeschlossen werden (vgl. Tabelle 3‐30 und Tabelle 
3‐33). 
Im Hinblick auf die Entsorgung im Rahmen des LCA (Abbildung 4‐3), besitzt die komplexe Ester‐
Mischung eine gleich bleibende gute biologische Abbaubarkeit von durchschnittlich 70 % nach 
natürlicher (vgl. Abbildung 7‐22) und künstlicher Oxidation (vgl. Abbildung 7‐24). Somit können 
neben  den  Anforderungen  an  die  biologische  Abbaubarkeit  und  die  Ökotoxizität  nach  ISO 
15380  [2011]  auch die Abbaukriterien  zur Vergabe  von Umweltzeichen  für bereits  gelagerte 
Hydraulik‐Schmierstoffe erfüllt werden [2005/360/EG, 2005; RAL‐UZ 79, 2011] (siehe Kap. 1.5). 
Aufgrund der  gewonnenen öko‐ und  genotoxikologischen  Erkenntnisse bei einer  realen Kon‐
zentration von 100 g/l, können komplexe Ester‐Mischungen auf Basis von HOSO, im Gegensatz 
zu einfachen synthetischen Estern, durchaus bis zu sechs Monate bei Raumtemperatur gelagert 
werden. 
4.3.2 Eignung  des  WSF‐Konzepts  zur  Bewertung  von  Schmierstoffen  nach  tribologischer 
Anwendung 
Die Alterung eines Schmierstoffes ist dadurch charakterisiert, dass sich eine irreversible Verän‐
derung der Gebrauchseigenschaften einstellt. Dies wirkt  sich  auf die Viskosität, die Neutrali‐
sationszahl  und  den Wassergehalt,  aber  auch  auf  die  tribologischen  und  ökotoxikologischen 
Eigenschaften aus [Enekes und Murrenhoff 2010]. Ein wichtiges Kriterium für die ökotoxikologi‐
sche Charakterisierung und Bewertung von Gebrauchtölen stellt die richtige Auswahl eines ge‐
eigneten  Elutionsverfahrens  zur  Untersuchung  der  aquatischen  Toxizität  von  Hydraulik‐
Schmierstoffen nach  ISO 15380 [2011] und RAL‐UZ 79 [2011] dar (siehe Kap. 1.5). Die Eignung 
des WSF‐Konzepts mit einer Konzentration von 100 g/l und einzeln eluierten Konzentrationen 
wurde bisher nur  für die neu  synthetisierten Schmierstoffe HISM und HIGTS an  jeweils einer 
Produktcharge untersucht  [Lahme 2007, Erlenkämper 2008]. Die Vorgehensweise der separa‐
ten Elution verschiedener Konzentrationen  ist  jedoch nur für bereits optimierte Schmierstoffe 
und  daraus  hergestellte  Produktgemische,  wie  der  komplexen  Ester‐Mischung  sinnvoll  (vgl. 
Kap. 3.1.3), da zur Optimierung von umweltfreundlichen Tribosystemen ein schnelles und ein‐
faches Verfahren benötigt wird [Murrenhoff 2010]. 
Die einmalige Testung  von  Schmierstoffen mit einer Konzentration  von 100 g/l und anschlie‐
ßender Verdünnung dieser Stammlösung ist eine gute Grundlage für das Screening der wässrig 
extrahierbaren Toxizität [Maxam 2003, Michel 2004, Erlenkämper 2008, Bressling et al. 2010]. 
Dies  ist  in erster Linie bei der Entwicklung neuer Schmierstoffe sinnvoll, um eine Optimierung 
der Schmierstoffherstellung bezüglich  ihrer umweltrelevanten Eigenschaften zu erreichen. Die 
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zusätzliche Charakterisierung der gebrauchsbedingten Veränderungen der ökologischen Eigen‐
schaften erlaubt eine umfassende Bewertung und  ist ein noch weitgehend unbekannter, aber 
wichtiger Aspekt in Hinsicht auf die Ökobilanz von Schmierstoffen (siehe Kap. 1.7). Eine solche 
methodische Vorgehensweise ermöglicht  somit die Rückkopplung der  gewünschten Produkt‐
eigenschaften auf die Herstellungsweise [Greiner und Liauw 2010]. 
Die tribologische Anwendung im Alterungsprüfstand II (Kap. 2.2.3) bewirkt aufgrund der kurzen 
Gebrauchsdauer keine gebrauchsabhängige Zunahme der wässrig eluierbaren öko‐ und geno‐
toxischen Wirkung des Ölgemisches in den 100 g/l‐Eluaten (vgl. Abbildung 3‐36, Abbildung 3‐37 
und Tabelle 3‐35). Im Gegensatz zu den einfachen synthetischen Estern im Alterungsprüfstand I 
(Tabelle 4‐4) führt die Anwendung  in diesem umweltfreundlichen Tribosystem  jedoch nicht zu 
einer Abnahme des bereits durch die sechsmonatige Lagerung vorhandenen ökotoxischen Po‐
tentials (Tabelle 4‐5). Dies weist auf eine Abhängigkeit der Alterungsstabilität von der Tempera‐
tur  im Alterungsprüfstand II hin, da eine Temperaturerhöhung um 10 °C die Verdoppelung der 
Alterungsgeschwindigkeit bewirkt  [Maxam 2003]. Da die Metallgehalte  in den 100 g/l‐Eluaten 
mit  zunehmender Gebrauchsdauer ansteigen  (vgl. Tabelle 3‐36),  ist ein  vorherrschender Ein‐
fluss dieser  auf die ökotoxische Wirkung bei  ähnlichen DOC‐Werten  (vgl.  Tabelle 3‐34) nicht 
auszuschließen,  da  nach  48‐192 h  auch  ähnliche  Verfügbarkeiten  der Metalle  vorliegen  (vgl. 
Tabelle 3‐37). Durch den komplexen Aufbau des Prüfstandes  ist das Ölgemisch dauerhaft dem 
Kontakt mit beschichteten und unbeschichteten Komponenten  ausgesetzt,  so dass die  tribo‐
logische  Belastung  aufgrund  der  kurzen Gebrauchsdauer  im Vordergrund  steht.  Ein  geringer 
Viskositätsanstieg deutet dabei auf eine erhöhte Lebensdauer bei hoher thermischer Belastbar‐
keit hin [Enekes und Murrenhoff 2010]. 
Tabelle 4‐6:  Einfluss der unterschiedlichen Elutionsmethoden auf die wässrig eluierbare ökotoxische 
Wirkung  [EL50/LL50]  der  komplexen  Ester‐Mischung  nach  192 h  Gebrauchsdauer  (vgl. 
Kap. 3.3.2) 
 
Algentest 
Daphnientest  LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
Fischeitest
24 h  48 h 
100 g/l [%]  5,9  31,5  18,1  4,2  25,0  13,1  18,4 
c im Test [%]  80  90  50  50  50  50  30 
0,1‐100 g/l [g/l]  n.b.  18,2  14,3  0,4  41,3  21,6  0,3 
c im Test [g/l]  100  100  100  100  100  100  100 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; n.b. = nicht bestimmt; 
grau unterlegt: Vergleich der Elution von 100 g/l und einzeln eluierter Konzentrationen von 0,1‐100 g/l. 
Für die Bewertung von Produktgemischen mit teilweise wasserlöslichen Bestandteilen wird die 
getrennte Elution verschiedener Konzentrationen bevorzugt, da die Toxizität auf die gesamte 
Substanz bezogen werden kann  [Rufli et al. 1998; OECD 23, 2000]. Die ermittelten EL50‐ bzw. 
LL50‐Werte  in g/l  sind  im Gegensatz  zur Prozentangabe  für die Klassifikation von Stoffen und 
Gemischen nach VwVwS  [2005] geeignet und weitestgehend vergleichbar mit denen der ver‐
dünnten 100 g/l‐Eluate (Tabelle 4‐6). Dabei ist die maximale Probenkonzentration der WSF auf‐
grund der unterschiedlichen Verdünnung in den einzelnen Biotests mit zu berücksichtigen. Die 
Elutionen mit hohen Beladungsraten unterscheiden sich auch bei Gebrauchtproben, stark von 
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denen mit niedrigen Beladungsraten (vgl. Tabelle 3‐38). Die Unterschiede des verfügbaren An‐
teils  für Beladungen ab 10 g/l bis 100 g/l  sind dabei minimal,  so dass ab einer WSF‐Konzent‐
ration von 10 g/l eine Sättigung wie bei ungebrauchten Produktgemischen erreicht ist (vgl. Ta‐
belle 3‐11). Die Konzentrationen der eluierten Komponenten  in der Testlösung werden somit 
sehr stark durch die unterschiedlichen Elutionsmethoden beeinflusst, was sich vor allem auf die 
Toxizität im Fischeitest und im Lumineszenz‐Hemmtest auswirkt (vgl. Tabelle 3‐12, Tabelle 3‐14 
und Tabelle 4‐6). 
Bei einer nicht ausreichenden Anzahl an Verdünnungsstufen, die der Dosis‐Wirkungskurve zu‐
grunde  liegen,  ist eine Berechnung des 95 %‐Konfidenzintervalls nicht möglich. Besonders  für 
die einzeln eluierten Konzentrationen der Gebrauchtöle liegen aufgrund ihrer höheren Toxizität 
oftmals nur wenige Punkte auf der Kurve, so dass sich sehr große Vertrauensbereiche ergeben. 
Die Elution und Testung weiterer Konzentrationen wäre jedoch mit einem erheblichen Arbeits‐
aufwand verbunden, da  für die Überprüfung von sieben Konzentrationen die Herstellung von 
mindestens 21 Liter Eluat erforderlich wäre, um jeweils drei parallele Ansätze zur Reproduzier‐
barkeit zu erstellen [Maxam 2003]. Daher ist für Schmierstoffe nach tribologischer Anwendung 
die Untersuchung der aquatischen Toxizität mit der verdünnten Stammlösung besser geeignet, 
da die Anzahl der Stichproben ohne großen Aufwand erhöht werden kann [Erlenkämper 2008]. 
 
   
? Bioabbaubarkeit nach ISO 15380 [2011] erfüllt: ≥ 60 % nach Lagerung und Gebrauch
? Abbaukriterien zur Vergabe von Umweltzeichen auch erfüllt: ≥ 70 % für Gesamtprodukt 
? Positive Auswirkung des Mischungsverhältnisses auf die Toxizität bei Lagerung (RT) 
? Lagerungsbedingungen für Ester‐Mischungen: bis zu sechs Monate bei Raumtemperatur 
? Korrelation des Metallgehaltes mit Ökotoxizität bei kurzer Gebrauchsdauer 
? Vorgehensweise der separaten Elution für biogene Hydraulik‐Schmierstoffe nach tribo‐
logischer Anwendung nicht geeignet ‐ nur für ungebrauchte Produktgemische sinnvoll 
? Charakterisierung gebrauchsbedingter Veränderungen für eine umfassende Bewertung 
der Ökobilanz von Schmierstoffen als wichtiger Aspekt 
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4.4 Ableitung eines Untersuchungskonzepts für biogene Hydraulik‐Schmierstoffe 
Die anhaltende Diskussion über die Einsatzfähigkeit von biogenen Schmierstoffen  in der Hyd‐
raulik bei höheren Belastungen hat  zur Entwicklung von gesättigten  synthetischen Estern ge‐
führt [Murrenhoff 2002, Murrenhoff 2010]. Mit einem vermehrten Einsatz von biogenen Hyd‐
raulik‐Schmierstoffen in umweltsensiblen Bereichen besteht die Notwendigkeit für ein geeigne‐
tes Untersuchungs‐ und Bewertungskonzept  im Rahmen eines Life Cycle Assessments. Dieses 
soll  neben  der  chemischen  Modifikation  auch  das  Alterungsverhalten  dieser  Schmierstoffe 
durch oxidative Prozesse (Lagerung) und tribologische Anwendung (Gebrauch) berücksichtigen. 
Da es bei Unfällen oder Hydraulikleckagen immer zu direkten und unkontrollierten Einträgen in 
die  Umwelt  kommt,  ist  es  unerlässlich,  abschätzen  zu  können,  ob  eine  Umweltgefährdung 
durch Gebrauchtöle bzw. Altöle besteht.  
Für die Ableitung eines geeigneten Untersuchungskonzepts wurde  in der vorliegenden Arbeit 
das WSF‐Konzept  angewendet  (siehe  Kap. 2.3). Die Untersuchung  von WSF mit  100 mg/l  ist 
maßgebend für die Einstufung in WGK und entspricht den Richtlinien der Vergabe von Umwelt‐
zeichen für Hydrauliköle, da die für die aquatische Toxizität kritische Konzentration bei mindes‐
tens 100 mg/l liegt [2005/360/EG, 2005; VwVwS 2005; RAL‐UZ 79, 2011]. Bei Betrachtung eines 
Worst‐Case‐Szenario für umweltsensible Hydraulikanlagen [OECD 10, 2004] entspricht die Kon‐
zentration von 100 g/l einer  realeren Konzentration  zu Einstufung  in WGK  [VwVwS 2005], da 
ökotoxische Effekte genau detektiert werden können und so eine Unterbewertung der Schmier‐
stoffe ausgeschlossen werden kann. Die Vorgehensweise der separaten Elution verschiedener 
Konzentrationen  ist nur für optimierte Schmierstoffe sinnvoll und eignet sich nicht für die Un‐
tersuchung  von  Gebrauchtölen.  Synthetische  Ester  sollten  daher  neben  der  Elution  von 
100 mg/l für die rechtliche Bewertung der Wassergefährdung, mit dem von Maxam [2003] op‐
timierten Verfahren aufbereitet werden. Von den gewonnenen Eluaten wird die grundsätzliche 
Bestimmung der chemisch‐physikalischen Parameter (pH‐Wert, Leitfähigkeit, DOC) empfohlen. 
Dabei kommt dem DOC‐Gehalt als Summenparameter eine besondere Bedeutung zu, da dieser 
Wert mit dem wässrig extrahierbaren ökotoxischen Potential der Schmierstoffe korreliert und 
somit wichtig für die Bewertung der WSF  ist [Maxam 2003, Erlenkämper 2008, Bressling et al. 
2010]. 
Tabelle 4‐7:  Übersicht der geeigneten standardisierten aquatischen Testverfahren zur Untersuchung 
und Bewertung biogener Hydraulik‐Schmierstoffe im Rahmen eines LCA 
Organismus  Testverfahren  Toxizität  Testbeschreibung  Zeit [h] 
Bakterien 
DIN 38412‐37  chronisch  Zellvermehrungshemmtest mit V. fischeri   ≤ 15 
DIN EN ISO 10712  chronisch  Zellvermehrungshemmtest mit P. putida  ≤ 30 
Algen 
DIN 38412‐33 
DIN EN ISO 8692 
chronisch 
Wachstumshemmtest mit Desmodesmus 
subspicatus 
72 
Daphnien 
DIN 38412‐30 
DIN EN ISO 6341 
akut  Immobilisationstest mit Daphnia magna  24 
OECD 202 Part I  akut  Immobilisationstest mit Daphnia magna  48 
Fische  DIN 38415‐6  akut  Fischeitest mit Danio rerio  48 
D I S K U S S I O N  
 
 
142 
Für  die  ökotoxikologische Untersuchung  des  LCA  biogener Hydraulik‐Schmierstoffe  in Anleh‐
nung an  ISO 15380  [2011] und RAL‐UZ 79  [2011] haben  sich die  in Tabelle 4‐7 dargestellten 
Testverfahren  verschiedener Trophieebenen  im Rahmen dieser Arbeit  als  geeignet erwiesen. 
Diese  aquatischen  Testverfahren  erlauben  ein  einfaches  und  schnelles  Screening  des  alte‐
rungsbedingten  ökotoxischen  Potentials  von  Schmierstoffen  durch  oxidative  Prozesse  und 
tribologische Anwendung und ermöglichen darüber hinaus den Einsatz miniaturisierter Testver‐
fahren  (24‐Well‐ und 96‐Well‐Mikrotiterplatten). Beim  Lumineszenz‐Hemmtest  stellt  sich wie 
bei Erlenkämper [2008] die Frage nach der Relevanz der Ergebnisse, da sich keine eindeutigen 
Unterschiede im Vergleich zu den neu synthetisierten Schmierstoffen ermitteln lassen und der 
Test  eine  stets  hohe  Sensitivität  zeigt.  Daher  scheint  dieser  akute  Toxizitätstest  mit  Vibrio 
fischeri für eine Bewertung eher ungeeignet, so dass sich auch aufgrund seiner rechtlichen Be‐
deutungslosigkeit ein Verzicht auf diesen Test anbietet. Zum Nachweis des genotoxischen Po‐
tentials hat sich der umu‐Test als ein geeigneter Indikatortest für auftretende geno‐ und zyto‐
toxische Effekte durch oxidative Reaktionen herausgestellt und ist darüber hinaus eine kosten‐
günstigere Alternative zum Ames‐Test  [Reifferscheid und Hell 1996]. Durch seinen Einsatz als 
miniaturisiertes Testverfahren (96‐Well‐Mikrotiterplatten) ermöglicht der umu‐Test zudem ein 
schnelles zusätzliches Screening alterungs‐ und gebrauchsbedingter genotoxischer Effekte von 
Schmierstoffen.  Darüber  hinaus  ermöglicht  der  Ames‐Fluktuationstest  als  vereinfachtes  und 
miniaturisiertes  Testverfahren  des  ursprünglichen  Ames‐Tests  einen  zusätzlichen  schnellen 
Nachweis und Abgleich zytotoxischer Effekte in weitaus höheren Konzentrationen als im umu‐
Test. 
Da Hydraulik‐Schmierstoffe nicht selten  in die Umwelt gelangen,  ist die Prüfung der aeroben 
biologischen Abbaubarkeit für die Bewertung ihrer Umweltverträglichkeit unerlässlich. Der von 
Hahn [2003] entwickelte O2/CO2‐Headspace Test, eine Kombination aus BODIS‐Test [ISO 10708, 
1997] und CO2‐Headspacetest [ISO 14593, 1999], hat sich dabei als geeignetes Verfahren für die 
Untersuchung von Schmierstoffen bewährt  [Eisentraeger et al. 2002, Brinkmann 2006, Maier 
2009, Schumacher et al. 2010]. Das Verfahren stellt somit eine vergleichbare Methode der ge‐
forderten  Prüfverfahren  nach  OECD 301  [1992]  für  Umweltzeichen  [2005/360/EG,  2005; 
RAL‐UZ 79, 2011], die Einstufung in WGK [VwVwS 2005] und ISO 15380 [2011] dar. Dabei kann 
das Verfahren  je nach Anforderung auf alle wesentlichen Komponenten einzeln oder auf das 
Gesamtprodukt angewendet werden, da zur Vergabe von Umweltzeichen die Prüfung nach Ein‐
zelkomponenten  gefordert  ist.  Bei  der  Bewertung  biogener Hydraulik‐Schmierstoffe  ergeben 
sich nach Luther [2011] jedoch konkurrierende Kriterien für einzelne Normen (Tabelle 4‐8), die 
bei  der  Ableitung  eines  geeigneten  Untersuchungs‐  und  Bewertungskonzepts  berücksichtigt 
werden müssen. Ein weiteres Entwicklungspotential  liegt daher  im Bereich einer einheitlichen 
Standardisierung  und Normung  für Bioschmierstoffe.  Folglich wurden  im Oktober  2011  erst‐
mals Mindestanforderungen  und  Empfehlungen  für  die  Terminologie  und  Charakterisierung 
von Bio‐Schmierstoffen und bio‐basierten Schmierstoffen als „Technical Report“  (TR) offenge‐
legt [DIN CEN/TR 16227, 2011]. 
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Tabelle 4‐8:  Konkurrierende  Kriterien  für  die  Untersuchung  und  Bewertung  biogener  Hydraulik‐
Schmierstoffe [Quelle: verändert nach Luther 2011] 
Prüfverfahren  Erneuerbarkeit  Abbaubarkeit  Toxizität 
ISO 15380  keine Anforderung 
≥ 60 % nach ISO 14593 
oder ISO 9439  
(OECD 301) 
für Produkt: EC50/LC50 
> 100 mg/l nach 
ISO 7346‐2 (OECD 203); 
ISO 6341 (OECD 202); 
ISO 8192 
DIN CEN/TR 16277 
Gehalt an NaWaRo ≥ 25 % 
nach ASTM D‐6866  
(Radio‐C‐Methode) 
≥ 60 % nach OECD 301  
(B, C, D, oder F) 
„nicht umweltgefähr‐
dend“ (Symbol N) nach 
CLP‐Verordnung; 
EC50/LC50 > 100 mg/l nach 
OECD 201/202/203  
FNR‐Positivliste 
Gehalt an NaWaRo > 50 % 
(Basis: Anzahl C‐Atome) 
Produkt ist biologisch 
schnell abbaubar nach 
OECD 301 (B, C, D oder F) 
„nicht wassergefähr‐
dend“ bzw. „schwach 
wassergefährdend“ 
(WGK 1) 
„Der Blaue Engel“ 
(RAL‐UZ 79) 
keine Anforderung 
für Inhaltsstoffe > 5 % 
Massenanteil im Produkt: 
≥ 70 % nach OECD 301 
(B, C, D, oder F); 
ISO 14593 o. ISO 10708 
für Inhaltsstoffe > 5 % 
Massenanteil im Produkt: 
EC50/LC50 > 100 mg/l nach 
OECD 201/202; 
DIN 38415‐6 
EU‐Umweltzeichen 
Gehalt an NaWaRo ≥ 50 % 
(Basis: Anzahl C‐Atome) 
für jede Einzelkompo‐
nente: schnell abbaubar, 
inhärent abbaubar, 
nicht abbaubar 
für jede Einzelkompo‐
nente: EC50/LC50 
> 100 mg/l nach 
OECD 201/202/203 
Für eine vollständige Bewertung der Umweltverträglichkeit sind weitere Daten erforderlich, die 
neben  der  Gefährdung  über  den  Wasserpfad  auch  das  Bioakkumulationspotential  und  das   
Verteilungsverhalten  in  der  Umwelt  erfassen.  Nach  Anhang  XII  der  REACH‐Verordnung 
[1907/2006/EG, 2006] muss ein Stoff als bioakkumulierbar eingestuft werden, wenn der Bio‐
konzentrationsfaktor (BCF) größer als 2000 ist. Da HISM einen theoretisch ermittelten BCF von 
919 hat, ist für diese Substanz keine Einstufung als bioakkumulierbar nötig [Michel 2004]. 
Erst die Kombination aus biologischen Testverfahren und chemischer Analytik ermöglicht eine 
ganzheitliche Untersuchung der Auswirkungen und Ursachen alterungsbedingter Veränderun‐
gen von Hydraulik‐Schmierstoffen, da sich gealtertes Öl sowohl bei der Abbaubarkeit als auch 
bei der Toxizität anders verhält als frisches Öl. Dies hängt einerseits mit den entstehenden Alte‐
rungsprodukten und andererseits mit den in Gebrauchtölen enthaltenen Verunreinigungen (z.B. 
Abrieb oder Wasser) zusammen, so dass daher grundsätzlich der Metallgehalt mittels  ICP‐MS 
in Gebrauchtölen sowie den daraus hergestellten WSF quantifiziert werden sollte. Darüber hin‐
aus ermöglicht die Berechnung des wässrig verfügbaren Metallgehaltes eine bessere Interpre‐
tation  und Unterscheidung  der  alterungsbedingten  aquatischen Ökotoxizität  durch  oxidative 
Prozesse oder tribologische Anwendung. Somit kann ein wesentlicher Beitrag zum produktinte‐
grierten Umweltschutz und zur Bewertung des gesamten Lebenszyklus einer Substanz im Sinne 
der EU‐Chemikalienverordnung REACH geleistet werden [1907/2006/EG, 2006]. 
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Das hier abgeleitete Untersuchungskonzept für eine umfassende Bewertung neu entwickelter, 
gelagerter  und  in  tribologischen  Systemen  verwendeter  biogener  Hydraulik‐Schmierstoffe 
(Abbildung 4‐4) wurde unter Berücksichtigung aktueller Entwicklungen im Bereich der Chemika‐
lienpolitik umgesetzt und geht somit über die Anforderungen von REACH hinaus.  
 
Abbildung 4‐4:  Abgeleitetes Untersuchungskonzept  zur umfassenden Bewertung der alterungsbeding‐
ten Umweltverträglichkeit biogener Hydraulik‐Schmierstoffe 
In  Zeiten eines  allgemein  steigenden Umweltbewusstseins  sollten biogene  Schmierstoffe  aus 
NaWaRo besonders im Hinblick auf ihre Alterungsstabilität bewertet werden, da ungebrauchte 
Schmierstoffe,  die  bereits  stark  ökotoxisch  wirken,  für  den  Einsatz  in  umweltverträglichen 
Tribosystemen ungeeignet sein können. Ein möglicher Weg zur Optimierung  ist daher die wei‐
tere  chemische Modifikation der Grundöle oder die entsprechende Verwendung umweltver‐
träglicher  Additive,  die  zu  einer  Verbesserung  des  Oxidations‐  und  Hydrolyseverhaltens  im 
Rahmen  eines  LCA  führen  können.  Eine  umfassende Vergleichbarkeit  und  Interpretation  der 
Umweltverträglichkeit von Schmierstoffen  ist nur unter Berücksichtigung  ihrer Lagerungs‐ und 
Gebrauchszeiten  gegeben,  so  dass  sich  daraus  die Notwendigkeit  zur  rechtlichen Bewertung 
eines  LCA  für  Bioschmierstoffe  ableitet.  Dafür  müssen  sämtliche  umweltrelevante  Aspekte 
während der Synthese, der Lagerung und des Gebrauchs der Schmierstoffe berücksichtigt wer‐
den [Boyde 2002, Miller et al. 2007, Cuevas 2010, Murrenhoff 2010]. 
Sofern biologisch abbaubare Schmierstoffe auf Basis  synthetischer Ester gemäß Anhang I der 
VwVwS  [2005] als „nicht wassergefährdend“  im Sinne des WHG  [2009] ausgewiesen werden, 
ergeben sich aufgrund dieser Verordnung keine zusätzlichen Anforderungen an  ihre Lagerung. 
Bei den turnusmäßigen Ölwechseln in hydraulischen Anlagen fallen neben den höheren Kosten 
des Bioschmierstoffes keine zusätzlichen Aufwendungen an, da der Aufwand zur Lagerung und 
Verwendung  in ortsfesten Anlagen aufgrund  ihrer  günstigen WGK  gering  ist  (VAwS).  Je nach 
verwendeter Ölsorte  können  die  Standzeiten  kürzer,  aber  auch  erheblich  länger  sein  als  bei 
Mineralölen. Statt eines Ölwechsels in festen Intervallen wird empfohlen, in regelmäßigen Ab‐
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ständen  Ölproben  analysieren  zu  lassen,  da  die  Laborergebnisse  zusätzliche  Sicherheit  und 
rechtzeitige Informationen über den Zustand von hydraulischen Anlagen geben. Der technisch 
mögliche Nachweis nach Unfällen oder Hydraulikleckagen direkt  vor Ort  reicht nicht  aus, da 
auch mineralölbasierte Schmierstoffe biologisch schnell abbaubar sein können. Haupthindernis 
für einen verstärkten Einsatz biologisch abbaubarer Schmierstoffe  ist  jedoch der nach wie vor 
deutlich  höhere  Preis  von  Bioschmierstoffen  gegenüber  herkömmlichen  Schmierstoffen,  der 
durch die Nutzungskonkurrenz für NaWaRo besteht [FNR 2011, Luther 2011, FNR 2012]. Dabei 
sollten  aber  nicht  nur  die  reinen  Kosten  für  den  Kauf  der  Schmierstoffe  betrachtet werden, 
sondern die geringeren  Folgekosten  für  Lagerung, Entsorgung und Betrieb  im Gegensatz  zu 
Mineralölen mit einbezogen werden [Murrenhoff 2002]. 
Aus  den  in  dieser  Arbeit  gewonnenen  Erkenntnissen  und  dem  daraus  abgeleiteten  Unter‐
suchungskonzept  ergeben  sich  somit  folgende  Empfehlungen/Konsequenzen  zur  Bewertung 
biogener Hydraulik‐Schmierstoffe (Kategorie: HEES), obgleich davon auszugehen ist, dass diese 
schwer wasserlöslichen Substanzen ein geringes Wassergefährdungspotential besitzen: 
 
 
Bewertung des gesamten Lebenszyklus nach REACH: Synthese ‐ Lagerung ‐ Gebrauch
 
? Standard: rechtliche Bewertung der Wassergefährdung anhand von WSF mit 100 mg/l 
? Zusätzlich: Untersuchung realer Konzentration für umweltsensible Hydraulikanlagen 
? Ausschluss der Unterbewertung und Detektierung ökotoxischer Effekte: WSF mit 100 g/l 
? Anwendung der separaten Elution zur Überprüfung neu optimierter Schmierstoffe 
? Beachtung der unterschiedlichen Löslichkeitsverhältnisse der WSF im Fischeitest 
? Screening des öko‐ und genotoxischen Potentials mit miniaturisierten Testverfahren 
? Bestimmung des DOC‐Gehaltes als korrelierender Summenparameter der Ökotoxizität 
? Verwendung eines geeigneten Prüfverfahrens für die aerobe biologische Abbaubarkeit 
? Quantifizierung des Metallgehaltes in Gebrauchtölen und Nachweis ihrer Verfügbarkeit 
? Durchführung einer ganzheitlichen Bewertung durch die Kombination aus biologischen 
Testverfahren und chemischer Analytik 
 
Interpretation der Umweltverträglichkeit unter Berücksichtigung der Lagerungs‐ und  
Gebrauchszeiten ‐ Notwendigkeit der rechtlichen Bewertung eines LCA 
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5 Zusammenfassung 
Biogene Hydraulik‐Schmierstoffe  auf  Basis  synthetischer  Ester  (Kategorie: HEES)  besitzen  im 
ungebrauchten Zustand eine gute Umweltverträglichkeit, so dass sie in der Regel in die WGK 1 
oder als „nicht wassergefährdend“ eingestuft werden. Die während der Lagerung und tribologi‐
schen Anwendung auftretenden  chemischen und  toxikologischen Veränderungen,  spielen bei 
der Einstufung von Schmierstoffen  in WGK bisher keine Rolle. Die Alterungs‐ bzw. Oxidations‐
stabilität  gewinnt  jedoch einen Bedeutungszuwachs, da  sie neben der  Lagerungszeit die Ein‐
satzdauer von Schmierstoffen im tribologischen System bestimmt. Da es bei Unfällen oder Hyd‐
raulikleckagen  immer zu direkten und unkontrollierten Einträgen  in die Umwelt kommt,  ist es 
unerlässlich abschätzen zu können, ob eine Umweltgefährdung durch Gebrauchtöle bzw. Altöle 
besteht. Mit einem vermehrten Einsatz biogener Hydraulik‐Schmierstoffe  in umweltsensiblen 
Bereichen  besteht  somit  die  Notwendigkeit  für  ein  geeignetes  Untersuchungs‐  und  Bewer‐
tungskonzept im Rahmen eines Life Cycle Assessments (LCA).  
Für die Ableitung eines geeigneten Untersuchungskonzepts wurde das Water Soluble Fraction 
(WSF)‐Konzept angewendet. Die einmalige Testung von Schmierstoffen mit einer Konzentration 
von 100 g/l  ist  in erster Linie bei der Entwicklung neuer Schmierstoffe sinnvoll, um eine Opti‐
mierung der Schmierstoffherstellung bezüglich  ihrer umweltrelevanten Eigenschaften zu errei‐
chen.  Bei  Betrachtung  eines Worst‐Case‐Szenario  für  umweltsensible  Hydraulikanlagen  ent‐
spricht die Konzentration von 100 g/l einer realen Konzentration, da ökotoxische Effekte genau 
detektiert und eine Unterbewertung der Schmierstoffe ausgeschlossen werden kann. Die Vor‐
gehensweise der  separaten Elution  verschiedener Konzentrationen  ist hingegen nur  für opti‐
mierte Schmierstoffe  sinnvoll und eignet  sich nicht  für die Untersuchung von Gebrauchtölen. 
Darüber hinaus werden die Konzentrationen der eluierten Komponenten in der Testlösung sehr 
stark durch die unterschiedlichen Elutionsmethoden beeinflusst, was sich auf die Toxizität  im 
Fischeitest  und  im  Lumineszenz‐Hemmtest  auswirkt.  Synthetische  Ester  sollten  daher  neben 
der Elution von 100 mg/l  für die  rechtliche Bewertung der Wassergefährdung, mit dem opti‐
mierten Verfahren von 100 g/l aufbereitet werden. Die  zusätzliche Bestimmung des gelösten 
organischen  Kohlenstoffs  (DOC)  ist  ein wichtiger  Faktor  für  die  Bewertung  von WSF,  da  der 
DOC‐Gehalt  als  Summenparameter  mit  dem  wässrig  extrahierbaren  ökotoxischen  Potential 
sowie der alterungsbedingten Toxizität biogener Hydraulik‐Schmierstoffe korreliert. 
Die  in  dieser  Arbeit  angewandten  aquatischen  Testverfahren  erlauben  ein  einfaches  und 
schnelles Screening des alterungsbedingten ökotoxischen Potentials von Schmierstoffen durch 
oxidative Prozesse und tribologische Anwendung und ermöglichen darüber hinaus den Einsatz 
miniaturisierter Testverfahren. Zum Nachweis des genotoxischen Potentials hat sich der umu‐
Test als geeigneter Indikatortest für auftretende geno‐ und zytotoxische Effekte durch oxidative 
Reaktionen herausgestellt, die mit dem Ames‐Fluktuationstest  zusätzlich abgeglichen werden 
können. Da Hydraulik‐Schmierstoffe nicht  selten  in die Umwelt gelangen,  ist die Prüfung der 
aeroben biologischen Abbaubarkeit für die Bewertung ihrer Umweltverträglichkeit unerlässlich. 
Der O2/CO2‐Headspace Test hat sich dabei als geeignetes Verfahren für die Untersuchung bio‐
gener Schmierstoffe im Rahmen eines LCA bewährt und stellt somit eine vergleichbare Metho‐
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de der geforderten Prüfverfahren für die Vergabe von Umweltzeichen dar. Darüber hinaus er‐
möglicht die Kombination aus biologischen Testverfahren und chemischer Analytik eine ganz‐
heitliche  Untersuchung  der  Auswirkungen  und  Ursachen  alterungsbedingter  Veränderungen 
von Hydraulik‐Schmierstoffen nach tribologischer Anwendung. Die Quantifizierung des Metall‐
gehaltes  in Gebrauchtölen sowie die Bestimmung des wässrig verfügbaren Metallgehaltes er‐
möglicht eine bessere  Interpretation und Unterscheidung der alterungsbedingten aquatischen 
Ökotoxizität.  Die  zusätzliche  Charakterisierung  der  gebrauchsbedingten  Veränderungen  der 
ökologischen Eigenschaften erlaubt eine umfassende Bewertung und  ist ein noch weitgehend 
unbekannter, aber wichtiger Aspekt in Hinsicht auf die Ökobilanz von Schmierstoffen. Eine sol‐
che methodische Vorgehensweise ermöglicht  somit die Rückkopplung der  gewünschten Pro‐
dukteigenschaften auf die Herstellungsweise.  
Mit  Hilfe  der  gewonnenen  Erkenntnisse  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Optimierung  der 
Schmierstoffsynthese auf Basis pflanzlicher Edukte (HOSO) zu einer erfolgreichen Reproduzier‐
barkeit  synthetischer Ester und  somit  auch  zu einer  gleich bleibenden Umweltverträglichkeit 
führt. Die  Lagerung  einfacher  synthetischer  Ester  und  komplexer  Ester‐Mischungen  führt  zu 
einer oxidativ bedingten Toxizitätszunahme mit zunehmender Temperatur und Lagerungszeit. 
Die alterungsbedingte Toxizität korreliert dabei mit dem steigenden DOC‐Gehalt der WSF. Die 
für Hydraulik‐Schmierstoffe  typische  kinematische Viskosität  von  32 mm2/s wirkt  sich  positiv 
auf die Lagerung bei Raumtemperatur aus, da sie einen  langsameren oxidativen Abbau durch 
Sauerstoffdiffusion bewirkt. Aufgrund der gewonnenen öko‐ und genotoxikologischen Erkennt‐
nisse bei einer realen Konzentration von 100 g/l, können komplexe Ester‐Mischungen auf Basis 
von HOSO durchaus bis zu sechs Monate bei Raumtemperatur gelagert werden. Einfache syn‐
thetische  Ester  sollten hingegen möglichst dunkel,  kühl und unter Ausschluss  von  Sauerstoff 
gelagert werden. Das Alterungsverhalten synthetischer Ester bei tribologischer Anwendung  ist 
unabhängig von  ihrem vorherigen Syntheseprozess bzw.  ihrer Lagerung, so dass biogene Hyd‐
raulik‐Schmierstoffe durchaus auch nach vorheriger Lagerung noch in umweltverträglichen hyd‐
raulischen  Anlagen  eingesetzt werden  können.  Die  Langzeituntersuchung  im  umweltfreund‐
lichen Tribosystem  (Stahl‐ZrCg)  führt  trotz Metalleintrag  zu einer Abnahme des bereits durch 
Lagerungsprozesse  vorhandenen  öko‐  und  genotoxischen  Potentials.  Bei  kurzer  Gebrauchs‐
dauer hingegen korreliert der Metallgehalt mit der Ökotoxizität, da hier die tribologische Belas‐
tung  im Vordergrund  steht. Die Beeinflussung und Veränderung der Toxizität  ist daher nicht 
ausschließlich  vom Metallgehalt  im  Schmierstoff  abhängig,  sondern hauptsächlich  von  seiner 
alterungsbedingten Veränderung durch den Gebrauch. 
Das  in  dieser Arbeit  abgeleitete Untersuchungskonzept  für  eine  umfassende Bewertung  neu 
entwickelter,  gelagerter  und  in  tribologischen  Systemen  verwendeter  biogener  Hydraulik‐
Schmierstoffe, wurde unter Berücksichtigung aktueller Entwicklungen im Bereich der Chemika‐
lienpolitik umgesetzt. Eine umfassende Vergleichbarkeit und Interpretation der Umweltverträg‐
lichkeit von Schmierstoffen  ist nur unter Berücksichtigung  ihrer Lagerungs‐ und Gebrauchszei‐
ten gegeben,  so dass  sich daraus die Notwendigkeit  zur  rechtlichen Bewertung eines LCA  für 
Bioschmierstoffe anhand realer Konzentrationen ableiten lässt. 
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7 Anhang 
7.1 Schmierstoffsynthese aus nachwachsenden Rohstoffen 
Tabelle 7‐1:  Hemmwerte [%] und EC50‐Werte [mg/l] der 100 mg/l‐Eluate der Edukte, der nieder‐ und 
hochviskosen Öle und des Ölgemisches im Algen‐ und Daphnientest sowie in drei bakte‐
riellen Testsystemen 
 
Algentest 
Daphnientest  LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
EC50 
[mg/l]24 h  48 h 
Edukt 1  8  5  n.b.  0  3,3  28  > 100 
Edukt 2  0  0  n.b.  2,5  3,8  0  > 100 
Öl 1  0  45  n.b.  36,1  16,8  1,7  > 100 
Öl 2  0  0  n.b.  13,0  4,0  0  > 100 
Öl 3  0  0  0  14,4  2,2  0  > 100 
Öl 4  0  0  0  40,2  4,4  0  > 100 
Öl 5  0  0  0  4,0  2,3  0,6  > 100 
Öl 6  7  0  0  5,2  0  0  > 100 
Öl 7  0  0  0  0  13,9  2,6  > 100 
Öl 8  0  5  20  7,4  0  4,9  > 100 
Öl 9  0  0  0  6,5  3,05  0  > 100 
Öl 10  0  0  0  4,0  0  0  > 100 
Ölgemisch  4  0  5  12,9  6,6  23,3  > 100 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; n.b. = nicht bestimmt 
 
 
Abbildung 7‐1:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates von Öl 1 mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐2:  Dosis‐Wirkungskurven mit 95 %‐Konfidenzintervallen  (95 %‐CL) des 100 g/l‐Eluates von 
Öl 1 aus dem Algentest; linke Abb.: Probitanalyse, rechte Abb.: Logit‐Funktion 
 
 
Abbildung 7‐3:  Dosis‐Wirkungskurven mit 95 %‐Konfidenzintervallen  (95 %‐CL) des 100 g/l‐Eluates von 
Öl 1 aus dem Daphnientest; linke Abb.: Probitanalyse, rechte Abb.: Logit‐Funktion 
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Abbildung 7‐4:  EL50‐Werte  [%] mit  95 %‐Konfidenzintervallen  des  100 g/l‐Eluates  des Ölgemisches  im 
Algen‐ und Daphnientest (24 h, 48 h) sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
 
Tabelle 7‐2:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches 
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,09  999,9 
1  1,00  999 
10  10,14  990 
25  25,11  975 
50  50,00  950 
75  75,03  925 
100  90,03  900 
 
7.2 Life Cycle Assessment einfacher synthetischer Ester 
Tabelle 7‐3:  Hemmwerte [%] und EC50‐Werte [mg/l] der 100 mg/l‐Eluate der Öle 1 und 2 nach natür‐
licher und künstlicher Oxidation  im Algen‐ und Daphnientest sowie  in drei bakteriellen 
Testsystemen 
 
Algentest  Daphnientest 
LUHT  
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
EC50 
[mg/l]
Öl 1             
1 Jahr‐4°C  11  0  4,6  6  0  > 100 
2 Jahre‐4°C  2  15  25,5  8  10  > 100 
1 Jahr‐RT  0  15  16,2  6  23  > 100 
2 Jahre‐RT  0  15  27,1  7  11  > 100 
oxi  22  5  45,8  3,2  0  > 100 
Öl 2             
1 Jahr‐4°C  3  0  8,2  0  0  > 100 
2 Jahre‐4°C  13  5  2,7  6  21  > 100 
1 Jahr‐RT  5  15  28,9  0  5  > 100 
oxi  0  5  49,8  18  18  > 100 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest 
A N H A N G  
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Tabelle 7‐4:  Hemmwerte  [%] und EC50‐Werte  [mg/l] der 100 mg/l‐Eluate der Öle 1 und 2  aus dem 
Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐Messing‐ und der Stahl‐ZrCg‐Paarung  im Algen‐ und 
Daphnientest sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
 
Algen‐ 
test 
Daphnien‐ 
test 
LUHT 
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
EC50 
[mg/l]
Öl 1             
Stahl‐Messing             
0,75 h  0  15  44,7  1,9  47,4  > 100 
462 h  0  25  18,6  0,8  0  > 100 
Stahl‐ZrCg             
0,75 h  0  0  22,1  11,0  0  > 100 
Öl 2             
Stahl‐Messing             
0,75 h  0  20  37,8  1,5  42,5  > 100 
1005 h  0  20  25,5  2,7  1,6  > 100 
Stahl‐ZrCg             
498 h  0  0  29,5  0  5,0  > 100 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest 
 
 
Abbildung 7‐5:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „1 Jahr‐4°C“ mit (+S9) und ohne metabolische 
Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐6:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „2 Jahren‐4°C“ mit  (+S9) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐7:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach  „2 Jahren‐RT“ mit  (+S9) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐8:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „1 Jahr‐4°C“ mit (+S9) und ohne metabolische 
Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐9:  Induktionsraten  (IR) und Wachstumsfaktoren  (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „2 Jahren‐4°C“ mit  (+S9) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐10:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „1 Jahr‐RT“ mit (+S9) und ohne metabolische 
Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐11:  Wachstumsfaktoren zur Berechnung der Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates des gelager‐
ten Öls 1 nach „1 Jahr‐RT“ mit (TA 98+) und ohne metabolische Aktivierung (TA 98‐) im 
Ames‐Fluktuationstest; NC = Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle 
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Abbildung 7‐12:  Wachstumsfaktoren zur Berechnung der Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates des gelager‐
ten Öls 2 nach „1 Jahr‐RT“ mit (TA 98+) und ohne metabolische Aktivierung (TA 98‐) im 
Ames‐Fluktuationstest; NC = Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle 
Tabelle 7‐5:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „1 Jahr‐4°C“ mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  143 1 0,7    
  3,13  144  144 0 0,0 1,002 0,842  0,050  ‐
  6,25  144  141 3 2,1 1,007 0,157  0,017  ‐
  12,50  144  138 6 4,2 1,913 0,028  0,013  ‐
  25,00  144  136 8 5,6 2,371 0,009  0,008  ‐
  50,00  144  137 7 4,9 2,151 0,016  0,010  ‐
  80,00  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,025  ‐
TA 98+  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  143 1 0,7 1,353 0,912  0,025  ‐
  6,25  144  138 6 4,2 0,644 0,260  0,010  ‐
  12,50  144  143 1 0,7 1,353 0,912  0,017  ‐
  25,00  144  144 0 0,0 2,014 0,978  0,050  ‐
  50,00  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,013  ‐
  80,00  144  134 10 6,9 1,644 0,050  0,008  ‐
TA 100‐  NK  144  134 10 6,9  
  3,13  144  134 10 6,9 0,000 0,500  0,025  ‐
  6,25  144  130 14 9,7 0,853 0,197  0,017  ‐
  12,50  144  125 19 13,2 1,762 0,039  0,013  ‐
  25,00  144  124 20 13,9 1,929 0,027  0,010  ‐
  50,00  144  122 22 15,3 2,250 0,012  0,008  ‐
  80,00  144  138 6 4,2 1,029 0,848  0,050  ‐
TA 100+  NK  144  134 10 6,9  
  3,13  144  130 14 9,7 0,853 0,197  0,025  ‐
  6,25  144  133 11 7,6 0,227 0,410  0,050  ‐
  12,50  144  130 14 9,7 0,853 0,197  0,017  ‐
  25,00  144  127 17 11,8 1,415 0,079  0,013  ‐
  50,00  144  122 22 15,3 2,250 0,012  0,008  ‐
  80,00  144  126 18 12,5 1,591 0,056  0,010  ‐
‐ nicht signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐6:  Statistische  Auswertung  des  100 g/l‐Eluates  des  gelagerten Öls 1  nach  „2 Jahren‐4°C“ 
mit  (TA 98+/TA 100+)  und  ohne metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,013  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 1,353 0,912  0,050  ‐
  12,50  144  140 4 2,8 0,000 0,500  0,010  ‐
  25,00  144  137 7 4,9 0,922 0,178  0,008  ‐
  50,00  144  143 1 0,7 1,353 0,912  0,025  ‐
  80,00  144  142 2 1,4 0,825 0,795  0,017  ‐
TA 98+  NK  144  143 1 0,7  
  3,13  144  140 4 2,8 1,353 0,088  0,013  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 0,000 0,500  0,050  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 1,007 0,157  0,017  ‐
  25,00  144  138 6 4,2 1,913 0,028  0,008  ‐
  50,00  144  143 1 0,7 0,000 0,500  0,025  ‐
  80,00  144  139 5 3,5 1,650 0,049  0,010  ‐
TA 100‐  NK  144  133 11 7,6  
  3,13  144  127 17 11,8 1,193 0,116  0,008  ‐
  6,25  144  131 13 9,0 0,426 0,335  0,017  ‐
  12,50  144  129 15 10,4 0,822 0,205  0,010  ‐
  25,00  144  130 14 9,7 0,628 0,265  0,013  ‐
  50,00  144  136 8 5,6 0,712 0,762  0,050  ‐
  80,00  144  135 9 6,3 0,464 0,679  0,025  ‐
TA 100+  NK  144  133 11 7,6  
  3,13  144  131 13 9,0 0,426 0,335  0,025  ‐
  6,25  144  134 10 6,9 0,227 0,590  0,050  ‐
  12,50  144  131 13 9,0 0,426 0,335  0,017  ‐
  25,00  144  124 20 13,9 1,711 0,044  0,010  ‐
  50,00  144  127 17 11,8 1,193 0,116  0,013  ‐
  80,00  144  118 26 18,1 2,641 0,004  0,008  +
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐7:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des  gelagerten Öls 1 nach  „1 Jahr‐RT“ mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,050  ‐
  6,25  144  140 4 2,8 0,000 0,500  0,017  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,025  ‐
  25,00  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,013  ‐
  50,00  144  137 7 4,9 0,922 0,178  0,010  ‐
  80,00  144  132 12 8,3 2,058 0,020  0,008  ‐
TA 98+  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  142 2 1,4 0,825 0,795  0,050  ‐
  6,25  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,017  ‐
  12,50  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,010  ‐
  25,00  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,008  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 0,000 0,500  0,013  ‐
  80,00  144  142 2 1,4 0,825 0,795  0,025  ‐
TA 100‐  NK  144  139 5 3,5  
  3,13  144  138 6 4,2 0,307 0,379  0,050  ‐
  6,25  144  137 7 4,9 0,590 0,278  0,017  ‐
  12,50  144  129 15 10,4 2,318 0,010  0,008  ‐
  25,00  144  138 6 4,2 0,307 0,379  0,025  ‐
  50,00  144  134 10 6,9 1,326 0,092  0,013  ‐
  80,00  144  131 13 9,0 1,947 0,026  0,010  ‐
TA 100+  NK  144  135 9 6,3  
  3,13  144  133 11 7,6 0,464 0,321  0,017  ‐
  6,25  144  131 13 9,0 0,887 0,187  0,013  ‐
  12,50  144  122 22 15,3 2,472 0,007  0,008  +
  25,00  144  137 7 4,9 0,514 0,697  0,050  ‐
  50,00  144  135 9 6,3 0,000 0,500  0,025  ‐
  80,00  144  127 17 11,8 1,645 0,050  0,010  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐8:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 1 nach „2 Jahren‐RT“ mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  143 1 0,7  
  3,13  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,017  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 0,000 0,500  0,025  ‐
  12,50  144  140 4 2,8 1,353 0,088  0,010  ‐
  25,00  144  144 0 0,0 1,002 0,842  0,050  ‐
  50,00  144  141 3 2,1 1,007 0,157  0,013  ‐
  80,00  144  133 11 7,6 2,949 0,002  0,008  +
TA 98+  NK  144  144 0 0,0  
  3,13  144  142 2 1,4 1,419 0,078  0,025  ‐
  6,25  144  141 3 2,1 1,741 0,041  0,017  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 1,741 0,041  0,013  ‐
  25,00  144  141 3 2,1 1,741 0,041  0,010  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 2,014 0,022  0,008  ‐
  80,00  144  143 1 0,7 1,002 0,158  0,050  ‐
TA 100‐  NK  144  136 8 5,6  
  3,13  144  135 9 6,3 0,250 0,401  0,017  ‐
  6,25  144  137 7 4,9 0,265 0,605  0,025  ‐
  12,50  144  131 13 9,0 1,133 0,129  0,010  ‐
  25,00  144  140 4 2,8 1,180 0,881  0,050  ‐
  50,00  144  134 10 6,9 0,487 0,313  0,013  ‐
  80,00  144  129 15 10,4 1,522 0,064  0,008  ‐
TA 100+  NK  144  139 5 3,5  
  3,13  144  138 6 4,2 0,307 0,379  0,050  ‐
  6,25  144  137 7 4,9 0,590 0,278  0,025  ‐
  12,50  144  135 9 6,3 1,096 0,137  0,010  ‐
  25,00  144  137 7 4,9 0,590 0,278  0,017  ‐
  50,00  144  134 10 6,9 1,326 0,092  0,008  ‐
  80,00  144  136 8 5,6 0,851 0,197  0,013  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐9:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „1 Jahr‐4°C“ mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  138 6 4,2  
  3,13  144  133 11 7,6 1,250 0,106  0,008  ‐
  6,25  144  141 3 2,1 1,016 0,845  0,050  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 1,016 0,845  0,025  ‐
  25,00  144  134 10 6,9 1,029 0,152  0,010  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 0,644 0,740  0,017  ‐
  80,00  144  138 6 4,2 0,000 0,500  0,013  ‐
TA 98+  NK  144  142 2 1,4  
  3,13  144  141 3 2,1 0,451 0,326  0,017  ‐
  6,25  144  140 4 2,8 0,825 0,205  0,010  ‐
  12,50  144  140 4 2,8 0,825 0,205  0,008  ‐
  25,00  144  141 3 2,1 0,451 0,326  0,013  ‐
  50,00  144  142 2 1,4 0,000 0,500  0,025  ‐
  80,00  144  143 1 0,7 0,580 0,719  0,050  ‐
TA 100‐  NK  144  135 9 6,3  
  3,13  144  130 14 9,7 1,087 0,139  0,017  ‐
  6,25  144  136 8 5,6 0,250 0,599  0,050  ‐
  12,50  144  134 10 6,9 0,237 0,406  0,025  ‐
  25,00  144  130 14 9,7 1,087 0,139  0,013  ‐
  50,00  144  129 15 10,4 1,279 0,100  0,010  ‐
  80,00  144  122 22 15,3 2,472 0,007  0,008  +
TA 100+  NK  144  127 17 11,8  
  3,13  144  128 16 11,1 0,185 0,573  0,013  ‐
  6,25  144  126 18 12,5 0,180 0,428  0,008  ‐
  12,50  144  132 12 8,3 0,979 0,836  0,025  ‐
  25,00  144  133 11 7,6 1,193 0,884  0,050  ‐
  50,00  144  127 17 11,8 0,000 0,500  0,010  ‐
  80,00  144  131 13 9,0 0,772 0,780  0,017  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐10:  Statistische  Auswertung  des  100 g/l‐Eluates  des  gelagerten Öls 2  nach  „2 Jahren‐4°C“ 
mit  (TA 98+/TA 100+)  und  ohne metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  142 2 1,4  
  3,13  144  140 4 2,8 0,825 0,205  0,017  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 0,580 0,719  0,050  ‐
  12,50  144  142 2 1,4 0,000 0,500  0,025  ‐
  25,00  144  140 4 2,8 0,825 0,205  0,013  ‐
  50,00  144  135 9 6,3 2,152 0,016  0,008  ‐
  80,00  144  136 8 5,6 1,931 0,027  0,010  ‐
TA 98+  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  142 2 1,4 0,825 0,795  0,025  ‐
  6,25  144  142 2 1,4 0,825 0,795  0,017  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,013  ‐
  25,00  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,008  ‐
  50,00  144  141 3 2,1 0,383 0,649  0,010  ‐
  80,00  144  144 0 0,0 2,014 0,978  0,050  ‐
TA 100‐  NK  144  131 13 9,0  
  3,13  144  134 10 6,9 0,652 0,743  0,050  ‐
  6,25  144  132 12 8,3 0,209 0,583  0,017  ‐
  12,50  144  132 12 8,3 0,209 0,583  0,013  ‐
  25,00  144  133 11 7,6 0,426 0,665  0,025  ‐
  50,00  144  125 19 13,2 1,125 0,130  0,010  ‐
  80,00  144  122 22 15,3 1,623 0,052  0,008  ‐
TA 100+  NK  144  131 13 9,0  
  3,13  144  135 9 6,3 0,887 0,813  0,050  ‐
  6,25  144  133 11 7,6 0,426 0,665  0,025  ‐
  12,50  144  123 21 14,6 1,461 0,072  0,008  ‐
  25,00  144  128 16 11,1 0,587 0,278  0,013  ‐
  50,00  144  132 12 8,3 0,209 0,583  0,017  ‐
  80,00  144  128 16 11,1 0,587 0,278  0,010  ‐
‐ nicht signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐11:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des gelagerten Öls 2 nach „1 Jahr‐RT“ mit 
(TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  132 12 8,3  
  3,13  144  141 3 2,1 2,387 0,992  0,050  ‐
  6,25  144  138 6 4,2 1,461 0,928  0,013  ‐
  12,50  144  139 5 3,5 1,750 0,960  0,025  ‐
  25,00  144  125 19 13,2 1,331 0,092  0,008  ‐
  50,00  144  138 6 4,2 1,461 0,928  0,010  ‐
  80,00  144  139 5 3,5 1,750 0,960  0,017  ‐
TA 98+  NK  144  143 1 0,7  
  3,13  144  141 3 2,1 1,007 0,157  0,010  ‐
  6,25  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,050  ‐
  12,50  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,025  ‐
  25,00  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,017  ‐
  50,00  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,013  ‐
  80,00  144  135 9 6,3 2,575 0,005  0,008  +
TA 100‐  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  135 9 6,3 1,419 0,078  0,025  ‐
  6,25  144  135 9 6,3 1,419 0,078  0,017  ‐
  12,50  144  135 9 6,3 1,419 0,078  0,013  ‐
  25,00  144  121 23 16,0 3,841 <0,001  0,008  +
  50,00  144  131 13 9,0 2,250 0,012  0,010  ‐
  80,00  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,050  ‐
TA 100+  NK  144  132 12 8,3  
  3,13  144  140 4 2,8 2,058 0,980  0,050  ‐
  6,25  144  136 8 5,6 0,927 0,823  0,025  ‐
  12,50  144  131 13 9,0 0,209 0,417  0,013  ‐
  25,00  144  132 12 8,3 0,000 0,500  0,017  ‐
  50,00  144  126 18 12,5 1,157 0,124  0,010  ‐
  80,00  144  121 23 16,0 1,984 0,024  0,008  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
 
 
Abbildung 7‐13:  Aerobe biologische Abbaubarkeit von Öl 2 nach ein‐ und zweijähriger Lagerung bei 4 °C 
und Raumtemperatur (RT) 
A N H A N G  
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Abbildung 7‐14:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates  von  „Öl 1‐oxi“ mit  (+S9) und ohne metabolische Aktivierung  (‐S9)  im 
umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐15:  Wachstumsfaktoren  zur  Berechnung  der  Zytotoxizität  des  100 g/l‐Eluates  von 
„Öl 2‐oxi“  mit  (TA  98+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA  98‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest; NC = Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle 
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Abbildung 7‐16:  Zytotoxizität  [%] des 100 g/l‐Eluates von  „Öl 1‐oxi“ mit  (TA 98+) und ohne metaboli‐
sche Aktivierung (TA 98‐) im Ames‐Fluktuationstest 
 
 
Abbildung 7‐17:  Wachstumsfaktoren  zur  Berechnung  der  Zytotoxizität  des  100 g/l‐Eluates  von 
„Öl 1‐oxi“  mit  (TA  98+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA  98‐)  im  Ames‐
Fluktuationstest; NC = Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle 
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Tabelle 7‐12:  Statistische  Auswertung  des  100 g/l‐Eluates  von  „Öl 1‐oxi“ mit  (TA 98+/TA 100+)  und 
ohne metabolische Aktivierung (TA 98‐/TA 100‐) im Ames‐Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  136 8 5,6  
  3,13  144  142 2 1,4 1,931 0,973  0,050  ‐
  6,25  144  132 12 8,3 0,927 0,177  0,013  ‐
  12,50  144  120 24 16,7 3,000 0,001  0,010  +
  25,00  144  137 7 4,9 0,265 0,605  0,017  ‐
  50,00  144  142 2 1,4 1,931 0,973  0,025  ‐
TA 98+  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  139 5 3,5 0,339 0,367  0,050  ‐
  6,25  144  137 7 4,9 0,922 0,178  0,025  ‐
  12,50  144  130 14 9,7 2,434 0,007  0,017  +
  25,00  144  122 22 15,3 3,701 <0,001  0,010  +
  50,00  144  123 21 14,6 3,558 <0,001  0,013  +
TA 100‐  NK  144  138 6 4,2  
  3,13  144  136 8 5,6 0,548 0,292  0,025  ‐
  6,25  144  139 5 3,5 0,307 0,621  0,050  ‐
  12,50  144  130 14 9,7 1,854 0,032  0,013  ‐
  25,00  144  126 18 12,5 2,558 0,005  0,010  +
  50,00  144  136 8 5,6 0,548 0,292  0,017  ‐
TA 100+  NK  144  140 4 2,8    
  3,13  144  138 6 4,2 0,644 0,260  0,050  ‐
  6,25  144  134 10 6,9 1,644 0,050  0,017  ‐
  12,50  144  137 7 4,9 0,922 0,178  0,025  ‐
  25,00  144  128 16 11,1 2,782 0,003  0,013  +
  50,00  144  120 24 16,7 3,978 <0,001  0,010  +
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐13:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates von  „Öl 2‐oxi“ mit  (TA 98+/TA 100+) und 
ohne metabolische Aktivierung (TA 98‐/TA 100‐) im Ames‐Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  136 8 5,6 1,180 0,119  0,017  ‐
  6,25  144  125 19 13,2 3,261 0,001  0,013  +
  12,50  144  120 24 16,7 3,978 <0,001  0,010  +
  25,00  144  138 6 4,2 0,644 0,260  0,025  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 0,000 0,500  0,050  ‐
TA 98+  NK  144  131 13 9,0  
  3,13  144  136 8 5,6 1,133 0,871  0,025  ‐
  6,25  144  140 4 2,8 2,250 0,988  0,050  ‐
  12,50  144  132 12 8,3 0,209 0,583  0,017  ‐
  25,00  144  126 18 12,5 0,951 0,171  0,010  ‐
  50,00  144  132 12 8,3 0,209 0,583  0,013  ‐
TA 100‐  NK  144  135 9 6,3  
  3,13  144  134 10 6,9 0,237 0,406  0,017  ‐
  6,25  144  133 11 7,6 0,464 0,321  0,013  ‐
  12,50  144  123 21 14,6 2,315 0,010  0,010  ‐
  25,00  144  143 1 0,7 2,575 0,995  0,025  ‐
  50,00  144  144 0 0,0 3,048 0,999  0,050  ‐
TA 100+  NK  144  137 7 4,9  
  3,13  144  138 6 4,2 0,284 0,612  0,025  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 2,151 0,984  0,050  ‐
  12,50  144  126 18 12,5 2,302 0,011  0,013  +
  25,00  144  121 23 16,0 3,086 0,001  0,010  +
  50,00  144  131 13 9,0 1,391 0,082  0,017  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
 
 
Abbildung 7‐18:  Verlauf der Ölalterung von Öl 1  im Alterungsprüfstand I  [Quelle:  J. Schumacher,  IFAS, 
RWTH Aachen]; neu = ungebraucht 
   
A N H A N G  
 
181
Tabelle 7‐14:  Berechnete Metallkonzentration im Öl [µg/g Öleinwaage] und im Eluat [µg/900ml] zur 
Berechnung des wässrig verfügbaren Anteils der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink in 
den  100 g/l‐Eluaten  der  Öle 1  und  2  aus  dem  Alterungsprüfstand I  mit  der  Stahl‐
Messing‐Paarung 
 
Probe 
Gebrauchsdauer 
[h] 
Öleinwaage  
[g] 
Metallgehalt 
 [µg/g Öleinwaage] 
Eluat  
[µg/900ml] 
Kupfer  Öl 1  0,75  90,40  32,27  28,44 
  Öl 1  462  89,99  71,83  34,74 
  Öl 2  0,75  90,06  16,00  14,22 
  Öl 2  1005  90,72  581,23  541,89 
Blei  Öl 1  0,75  90,40  292,61  171,90 
  Öl 1  462  89,99  5135,71  137,97 
  Öl 2  0,75  90,06  132,84  48,60 
  Öl 2  1005  90,72  2108,67  624,69 
Eisen  Öl 1  0,75  90,40  75,86  25,65 
  Öl 1  462  89,99  5330,32  21,15 
  Öl 2  0,75  90,06  60,79  19,71 
  Öl 2  1005  90,72  2781,86  637,47 
Zink  Öl 1  0,75  90,40  1394,87  1504,26 
  Öl 1  462  89,99  14354,17  12611,88 
  Öl 2  0,75  90,06  1972,31  1088,19 
  Öl 2  1005  90,72  64256,98  9904,32 
 
 
Abbildung 7‐19:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates  von  Öl 1  nach  0,75 h  im  Alterungsprüfstand I  mit  der  Stahl‐ZrCg‐
Paarung mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Tabelle 7‐15:  Berechnete Metallkonzentration im Öl [µg/g Öleinwaage] und im Eluat [µg/900 ml] zur 
Berechnung des wässrig verfügbaren Anteils der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink in 
den 100 g/l‐Eluaten von Öl 2 aus dem Alterungsprüfstand I mit der Stahl‐ZrCg‐Paarung 
  Gebrauchsdauer 
[h] 
Öleinwaage  
[g] 
Metallgehalt 
 [µg/g Öleinwaage] 
Eluat 
 [µg/900ml] 
Kupfer  0,75  90,04  46,84  40,71 
  498  90,04  130,49  96,12 
Blei  0,75  90,04  394,30  238,59 
  498  90,04  1067,18  531,63 
Eisen  0,75  90,04  329,81  127,11 
  498  90,04  642,26  329,40 
Zink  0,75  90,04  1990,69  1776,60 
  498  90,04  4968,01  4060,17 
 
7.3 Life Cycle Assessment einer komplexen Ester‐Mischung 
Tabelle 7‐16:  Hemmwerte  [%]  und  EC50‐Werte  [mg/l]  der  100 mg/l‐Eluate  des  Ölgemisches  nach 
natürlicher und künstlicher Oxidation und aus dem Alterungsprüfstand II im Algen‐ und 
Daphnientest sowie in drei bakteriellen Testsystemen 
 
Algen‐
test 
Daphnientest  LUHT 
V. fischeri 
ZVHT 
V. fischeri 
ZVHT 
P. putida 
EC50 
[mg/l]24 h  48 h 
1 Jahr‐4°C  0  0  n.b.  10,6  0  35  > 100 
6 Monate‐RT  1  0  0  9,0  0  18  > 100 
1 Jahr‐RT  0  0  n.b.  5,5  0  32  > 100 
oxi  9  5  n.b.  31,0  10  0  > 100 
48 h  0  0  0  6,5  0  4  > 100 
96 h  0  0  25  10,4  0  7  > 100 
144 h  0  0  15  18,8  0  11  > 100 
192 h  1  0  5  11,7  0  11  > 100 
LUHT = Lumineszenz‐Hemmtest; ZVHT = Zellvermehrungshemmtest; n.b. = nicht bestimmt 
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Abbildung 7‐20:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des Ölgemisches nach sechsmonatiger Lagerung bei Raumtemperatur 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐21:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des Ölgemisches  nach  einjähriger  Lagerung  bei Raumtemperatur mit 
(+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Tabelle 7‐17:  Statistische  Auswertung  des  100 g/l‐Eluates  des  gelagerten  Ölgemisches  nach 
„6 Monaten‐RT“  mit  (TA 98+/TA 100+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung  (TA 98‐/ 
TA 100‐) im Ames‐Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  138 6 4,2    
  3,13  144  143 1 0,7 1,913 0,972  0,025  ‐
  6,25  144  141 3 2,1 1,016 0,845  0,017  ‐
  12,50  144  137 7 4,9 0,284 0,388  0,008  ‐
  25,00  144  144 0 0,0 2,475 0,993  0,050  ‐
  50,00  144  141 3 2,1 1,016 0,845  0,013  ‐
  80,00  144  139 5 3,5 0,307 0,621  0,010  ‐
TA 98+  NK  144  136 8 5,6    
  3,13  144  142 2 1,4 1,931 0,973  0,025  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 2,371 0,991  0,050  ‐
  12,50  144  139 5 3,5 0,851 0,803  0,010  ‐
  25,00  144  141 3 2,1 1,537 0,938  0,017  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 1,180 0,881  0,013  ‐
  80,00  144  137 7 4,9 0,265 0,605  0,008  ‐
TA 100‐  NK  144  139 5 3,5    
  3,13  144  135 9 6,3 1,096 0,137  0,025  ‐
  6,25  144  134 10 6,9 1,326 0,092  0,017  ‐
  12,50  144  136 8 5,6 0,851 0,197  0,050  ‐
  25,00  144  130 14 9,7 2,136 0,016  0,010  ‐
  50,00  144  133 11 7,6 1,543 0,061  0,013  ‐
  80,00  144  128 16 11,1 2,493 0,006  0,008  +
TA 100+  NK  144  137 7 4,9    
  3,13  144  135 9 6,3 0,514 0,303  0,017  ‐
  6,25  144  135 9 6,3 0,514 0,303  0,013  ‐
  12,50  144  132 12 8,3 1,187 0,118  0,010  ‐
  25,00  144  139 5 3,5 0,590 0,722  0,050  ‐
  50,00  144  132 12 8,3 1,187 0,118  0,008  ‐
  80,00  144  137 7 4,9 0,000 0,500  0,025  ‐
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Tabelle 7‐18:  Statistische  Auswertung  des  100 g/l‐Eluates  des  gelagerten  Ölgemisches  nach 
„1 Jahr‐RT“ mit  (TA 98+/TA 100+) und ohne metabolische Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐) 
im Ames‐Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  143 1 0,7  
  3,13  144  140 4 2,8 1,353 0,088  0,010  ‐
  6,25  144  143 1 0,7 0,000 0,500  0,025  ‐
  12,50  144  141 3 2,1 1,007 0,157  0,013  ‐
  25,00  144  139 5 3,5 1,650 0,049  0,008  ‐
  50,00  144  144 0 0,0 1,002 0,842  0,050  ‐
  80,00  144  142 2 1,4 0,580 0,281  0,017  ‐
TA 98+  NK  144  139 5 3,5  
  3,13  144  143 1 0,7 1,650 0,951  0,050  ‐
  6,25  144  139 5 3,5 0,000 0,500  0,008  ‐
  12,50  144  140 4 2,8 0,339 0,633  0,017  ‐
  25,00  144  143 1 0,7 1,650 0,951  0,025  ‐
  50,00  144  140 4 2,8 0,339 0,633  0,013  ‐
  80,00  144  140 4 2,8 0,339 0,633  0,010  ‐
TA 100‐  NK  144  130 14 9,7    
  3,13  144  132 12 8,3 0,411 0,660  0,008  ‐
  6,25  144  134 10 6,9 0,853 0,803  0,010  ‐
  12,50  144  135 9 6,3 1,087 0,861  0,025  ‐
  25,00  144  135 9 6,3 1,087 0,861  0,017  ‐
  50,00  144  135 9 6,3 1,087 0,861  0,013  ‐
  80,00  144  136 8 5,6 1,331 0,908  0,050  ‐
TA 100+  NK  144  127 17 11,8    
  3,13  144  125 19 13,2 0,356 0,361  0,008  ‐
  6,25  144  130 14 9,7 0,570 0,716  0,025  ‐
  12,50  144  127 17 11,8 0,000 0,500  0,017  ‐
  25,00  144  127 17 11,8 0,000 0,500  0,013  ‐
  50,00  144  126 18 12,5 0,180 0,428  0,010  ‐
  80,00  144  135 9 6,3 1,645 0,950  0,050  ‐
‐ nicht signifikant; NK = Negativkontrolle 
 
 
Abbildung 7‐22:  Aerobe biologische Abbaubarkeit des Ölgemisches nach einjähriger Lagerung bei 4 °C 
und Raumtemperatur (RT) sowie nach sechsmonatiger Lagerung (RT) 
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Abbildung 7‐23:  Wachstumsfaktoren zur Berechnung der Zytotoxizität des 100 g/l‐Eluates des Ölgemi‐
sches  nach  dem  Oxidationstest  mit  (TA 98+)  und  ohne  metabolische  Aktivierung 
(TA 98‐) im Ames‐Fluktuationstest; NC = Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle 
Tabelle 7‐19:  Statistische Auswertung des 100 g/l‐Eluates des Ölgemisches nach dem Oxidationstest 
mit  (TA 98+/TA 100+) und ohne metabolische Aktivierung  (TA 98‐/TA 100‐)  im Ames‐
Fluktuationstest 
  Treatment 
[%] 
Introduced 
Not‐
reverted 
Reverted 
Induction 
[%] 
z  p(z)  alpha  significant 
TA 98‐  NK  144  140 4 2,8  
  3,13  144  140 4 2,8 0,000 0,500  0,025  ‐
  6,25  144  136 8 5,6 1,180 0,119  0,013  ‐
  12,50  144  135 9 6,3 1,419 0,078  0,008  ‐
  25,00  144  136 8 5,6 1,180 0,119  0,010  ‐
  50,00  144  143 1 0,7 1,353 0,912  0,050  ‐
  80,00  144  138 6 4,2 0,644 0,260  0,017  ‐
TA 98+  NK  144  144 0 0,0    
  3,13  144  139 5 3,5 2,256 0,012  0,050  +
  6,25  144  139 5 3,5 2,256 0,012  0,025  +
  12,50  144  139 5 3,5 2,256 0,012  0,017  +
  25,00  144  137 7 4,9 2,679 0,004  0,010  +
  50,00  144  138 6 4,2 2,475 0,007  0,013  +
  80,00  144  134 10 6,9 3,219 0,001  0,008  +
TA 100‐  NK  144  137 7 4,9    
  3,13  144  132 12 8,3 1,187 0,118  0,013  ‐
  6,25  144  132 12 8,3 1,187 0,118  0,010  ‐
  12,50  144  128 16 11,1 1,956 0,025  0,008  ‐
  25,00  144  143 1 0,7 2,151 0,984  0,050  ‐
  50,00  144  142 2 1,4 1,693 0,955  0,017  ‐
  80,00  144  143 1 0,7 2,151 0,984  0,025  ‐
TA 100+  NK  144  137 7 4,9    
  3,13  144  138 6 4,2 0,284 0,612  0,050  ‐
  6,25  144  133 11 7,6 0,974 0,165  0,025  ‐
  12,50  144  127 17 11,8 2,132 0,017  0,013  ‐
  25,00  144  131 13 9,0 1,391 0,082  0,017  ‐
  50,00  144  118 26 18,1 3,515 <0,001  0,008  +
  80,00  144  120 24 16,7 3,232 0,001  0,010  +
‐ nicht signifikant; + signifikant; NK = Negativkontrolle 
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Abbildung 7‐24:  Aerobe biologische Abbaubarkeit des Ölgemisches nach dem Oxidationstest 
 
 
Abbildung 7‐25:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates  des Ölgemisches  nach  48 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐26:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates  des Ölgemisches  nach  96 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐27:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) einer dualen Verdünnungsreihe des 
100 g/l‐Eluates des Ölgemisches nach 192 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II 
mit (+S9) und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐28:  Metallgehalt [µg/g] von Kupfer, Blei, Eisen und Zink mit zunehmender Gebrauchsdauer 
des Ölgemisches im Alterungsprüfstand II 
 
Tabelle 7‐20:  Berechnete Metallkonzentration im Öl [µg/g Öleinwaage] und im Eluat [µg/900ml] zur 
Berechnung des wässrig verfügbaren Anteils der Metalle Kupfer, Blei, Eisen und Zink in 
den 100 g/l‐Eluaten des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II 
  Gebrauchsdauer 
[h] 
Öleinwaage 
 [g] 
Metallgehalt 
 [µg/g Öleinwaage] 
Eluat 
 [µg/900ml] 
Kupfer  48   89,99  < 0,4  24,1 
  96  90,07  38,42  28,8 
  144  90,07  51,02  45,9 
  192  89,86  61,45  60,1 
Blei  48  89,99  217,13  78,9 
  96  90,07  263,81  57,2 
  144  90,07  315,11  54,3 
  192  89,86  329,92  65,1 
Eisen  48  89,99  < 0,6  4,0 
  96  90,07  115,09  12,1 
  144  90,07  272,54  34,4 
  192  89,86  256,75  39,9 
Zink  48  89,99  < 6,0  270,4 
  96  90,07  792,44  720,5 
  144  90,07  3221,36  2547,2 
  192  89,86  3774,35  3407,4 
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Tabelle 7‐21:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches vor Gebrauch (0 h) im Alterungsprüfstand II  
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,10  999,9 
1  1,09  999 
10  9,73  990 
25  24,78  975 
50  50,25  950 
75  75,14  925 
100  90,03  900 
Tabelle 7‐22:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches nach 48 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II 
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,10  999,9 
1  1,00  999 
10  10,05  990 
25  25,00  975 
50  50,03  950 
75  75,05  925 
100  89,99  900 
 
Tabelle 7‐23:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches nach 96 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II  
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,09  999,9 
1  1,05  999 
10  9,98  990 
25  25,08  975 
50  50,05  950 
75  75,02  925 
100  90,07  900 
 
Tabelle 7‐24:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches nach 144 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II  
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,10  999,9 
1  1,07  999 
10  10,02  990 
25  25,02  975 
50  50,05  950 
75  75,04  925 
100  90,07  900 
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Tabelle 7‐25:  Öleinwaage  [g] und Millipore®‐Wasser  [ml] der einzeln eluierten Konzentrationen von 
0,1‐100 g/l des Ölgemisches nach 192 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II  
Ölkonzentration [g/l]  Öleinwaage [g]  Millipore®‐Wasser [ml] 
0,1  0,09  999,9 
1  1,15  999 
10  10,04  990 
25  25,10  975 
50  50,11  950 
75  75,16  925 
100  89,86  900 
Tabelle 7‐26:  Chemisch‐physikalische Daten  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des Ölgemisches 
vor Gebrauch  (0 h)  im Alterungsprüfstand II  sowie der Kohlenstoffgehalt  im Öl  [g] und 
der daraus wässrig verfügbare Anteil [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC 
[mg/l] 
C im Öl 
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  8,3  9,4  1,28  0,07  1,83 
1  8,0  5,9  5,55  0,79  0,70 
10  6,2  8,6  24,98  7,06  0,34 
25  4,7  15,2  48,51  17,99  0,27 
50  4,3  22,5  87,15  36,48  0,24 
75  4,4  25,7  117,47  54,54  0,22 
100  4,2  31,7  136,23  65,35  0,21 
 
Tabelle 7‐27:  Chemisch‐physikalische Daten  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des Ölgemisches 
nach 48 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II  sowie der Kohlenstoffgehalt  im Öl 
[g] und der daraus wässrig verfügbare Anteil [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC 
[mg/l] 
C im Öl 
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  8,5  79,9  1,7  0,07  2,43 
1  8,2  31,5  4,18  0,73  0,57 
10  5,0  49,9  19,77  7,29  0,27 
25  4,6  29,9  35,41  18,14  0,20 
50  4,3  31,8  57,35  36,29  0,16 
75  4,1  41,7  75,6  54,44  0,14 
100  4,1  45,6  87,71  65,28  0,13 
Tabelle 7‐28:  Chemisch‐physikalische Daten  der  einzeln  eluierten  Konzentrationen  des Ölgemisches 
nach 96 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II  sowie der Kohlenstoffgehalt  im Öl 
[g] und der daraus wässrig verfügbare Anteil [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC 
[mg/l] 
C im Öl 
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  7,0  18,3  1,06  0,07  1,51 
1  6,5  16,4  4,66  0,76  0,64 
10  4,8  15,1  20  7,24  0,28 
25  4,3  29,6  35,76  18,20  0,20 
50  4,1  44,5  56,09  36,32  0,15 
75  4,0  58,9  73,69  54,44  0,14 
100  3,9  66,1  83,02  65,36  0,13 
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Tabelle 7‐29:  Chemisch‐physikalische Daten der einzeln eluierten Konzentrationen des Ölgemisches 
nach 144 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II  sowie der Kohlenstoffgehalt  im 
Öl [g] und der daraus wässrig verfügbare Anteil [%] 
Ölkonzentration 
[g/l] 
pH 
Leitfähigkeit 
[µS/cm] 
DOC 
[mg/l] 
C im Öl 
[g] 
verfügbarer 
Anteil C [%] 
0,1  8,6  22,2  1,8  0,07  2,57 
1  6,0  25,7  5,63  0,78  0,77 
10  4,6  24,2  26,57  7,26  0,37 
25  4,2  40,2  47,94  18,14  0,26 
50  4,0  58,5  74,63  36,29  0,21 
75  3,9  71,4  97,5  54,40  0,18 
100  3,8  77,5  106,05  65,30  0,16 
 
 
Abbildung 7‐29:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) der einzeln eluierten Konzentratio‐
nen des Ölgemisches vor Gebrauch  (0 h)  im Alterungsprüfstand II mit  (+S9) und ohne 
metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐30:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) der einzeln eluierten Konzentratio‐
nen des Ölgemisches nach 48 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II mit (+S9) und 
ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐31:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) der einzeln eluierten Konzentratio‐
nen des Ölgemisches nach 96 h Gebrauchsdauer im Alterungsprüfstand II mit (+S9) und 
ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
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Abbildung 7‐32:  Induktionsraten (IR) und Wachstumsfaktoren (WF) der einzeln eluierten Konzentratio‐
nen des Ölgemisches nach 192 h Gebrauchsdauer  im Alterungsprüfstand II mit  (+S9) 
und ohne metabolische Aktivierung (‐S9) im umu‐Test 
 
 
Abbildung 7‐33:  Aerobe biologische Abbaubarkeit des Ölgemisches aus dem Alterungsprüfstand II 
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Bereitstellung von GraphPad Prism, 
Prof. Dr. Hans Toni Ratte für die Einführung in den DIN Arbeitskreis „Biotests“ sowie für die gu‐
te Zusammenarbeit während der Programmierung der Importmodule für die Ökotoxikologie, 
Dipl.‐LMChem. Sabrina Michael für die super Zeit und Zusammenarbeit im SFB 442, die stetige 
Hilfsbereitschaft  in allen  Lebenslagen, die Unterstützung bei der Bioabbaubarkeit, die Beant‐
wortung all meiner vielen Fragen rund um Chemie und Analytik, die  lustigen Dienstreisen und 
natürlich nicht zu vergessen: die mindestens 1000 Telefonate, 
Dora Csengeri  (schade, dass du nicht mehr da bist!) und Nina Kuckelkorn der Arbeitsgruppe 
„Umwelttoxikologie“  für  ihre unermüdliche Einsatzbereitschaft und hervorragende Arbeit und 
Unterstützung bei der Bearbeitung unzähliger Schmierstoffproben  in der Öko‐ und Genotoxi‐
kologie, 
Dipl.‐Ing. Claus Enekes und Dipl.‐Ing.  Jan Schumacher vom  IFAS  für die  stets angenehme Zu‐
sammenarbeit im SFB 442 und darüber hinaus, die gute Kooperation bei der Durchführung der 
Alterungsversuche und den daraus gemeinsamen Veröffentlichungen  sowie  für die geduldige 
Beantwortung all meiner vielen Fragen rund um Hydraulik und Tribosysteme, 
Dr. Thomas‐Benjamin Seiler, Dr. Hanno Zielke, Dipl.‐Biol. Anne Simon und Dipl.‐Biol.  Johanna 
Oellers vom Institut für Umweltforschung für die Koordination des Fischeitests und die schnelle 
Bearbeitung der Proben, 
Dr. Kai Lehnberg und Dipl.‐Ing. Sven Thoröe‐Boveleth für die Analyse der zahlreichen DOC‐ und 
ICP‐MS‐Proben sowie Frau Schleep vom Institut für Organische Chemie für die CHN‐Analysen,  
Frau  Beatrix  van  Zütphen  für  ihre  unermütliche  Kommakorrektur  sowie  Andrea  Prehn,  Ilka 
Waltmann, Veronika Kossack und allen weiteren Kollegen und Kolleginnen des Instituts für Hy‐
giene und Umweltmedizin für die mentale Unterstützung. 
Mein ganz besonderer Dank gilt meinem Vater  für die bedingungslose Unterstützung  in allen 
Lebenslagen. Mein liebster Dank geht an meinen Matthias…einfach für alles und dafür, dass du 
immer für mich da bist ‐ jetzt bist du mal dran! 
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